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RESUMO - Plântulas de alfafa (Medica go sariva L.), puerária (Pueraria phaseoloides 
(Roxb.) Benth) e tomateiro (Lycopersicum esculentu,n Miii) com quinze dias após a germina-
ção, e de batata (Solanu,n tuberosum L.) e batata-doce (Iponwea batatas (L.) Lam) com 40 
dias, foram utilizadas na obtenção de explantes, transferidos para tubos contendo 20 ml de 
meio Murashige & Skoog (MS) suplementado com 5 mg de 2,4-D e 1 mg de cinetina por litro 
de meio, para obtenção de calos. Os calos obtidos foram repicados para meio MS com 2 gil 
de caseina hidrolizada e utilizados para a obtenção de suspensões de células, em frascos-er-
lenmeyer, contendo 25 ml de meio MS líquido, suplementados com 5 tng de 2,4-13, 2 mg de 
biotina, 1 mg de cinetina e 1 g de caseina bidrolizada por litro e de meio. As suspensões de 
células foram mantidas sob agitação, de 90 rpm, a 27 0C e com 16 hs/ciiárias de luz (1000 
lux). O estabelecimento das curvas de crescimento e peso fresco de células foi determinado 
durante 24 dias, em intervalos de três dias, sendo sua viabilidade monitorada, periodicamente, 
pela técnica de redução do INT. As suspensões de células obtidas de calos de hipocótilo de 
alfafa, batata-doce e puerária, apresentaram maior viabilidade e crescimento mais rápido e abun-
dante,que aquelas obtidas de calos de hipocótilo de batata e tomateiro, e radícula de puerária. 

Termos para indexação: curvas de crescimento, alfafa, batata, batata-doce, puerária, toma-
teiro, cultivo in via-o. 

OBTENTION OF CALLUS AND CELL SUSPENSION OF DIFFERENT PLANT SPECIES 

ABSTRACT - Fifteen-day old seedlings of lucerne (Medica go saziva L.), pueraria (Pueraria 

pliaseoloides (Roxb.) Benth) and tomato (Lycopersicwn esculentwn MIII), and sweet potato 
(!pomoea batatas (L.) Um) were transfered tu tubos containing 20 ml of Murashige & Skoog 
(MS) medium, ammended with 5 mgil of 2,4-1) and 1 mgil of cinetin per litre of medium, 
for the obtention of cailus. The obtained cailuses were transplanted to Erlenmeyer flasks 
containing MS medium with 2 g/l of casem, and were used for the obtention of celi suspen-
sions, ia Erlenmeyer flasks containing 25 ml of liquid MS medium, ammended with 5 mg of 
2,4-D, 2 mg of biotin, 1 mg of cinetin and 1 g of casein per litre of medium. The cefl suspen-
sions were incubated, under 90 rpm shaking at 27 0C temperature and 16 h of light a day 
(1,000 lux). The establishment of the growth curves and fresh weight of celis was determined, 
every three days, during 24 days with periodical monitoring of ceil viabiJity, through INT 
(iodonitrotetrazolium) monitoring technique. Suspensions from cailuses of lucerne, sweet 
potato and pueraria hypocotyl exhibited more abundant and faster growth rate and greater 
viability than those from potato and tomato hypocotyl, and pueraria radicles. 

Index terms: growth curves, lucerne, potato, sweet potato, pueraria, tomato, culture in vitro. 
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INTRODUÇÃO 

Calos são tecidos não diferenciados, cons-
tituídos por um grupo de células diferenciadas 
e desorganizadas que se desenvolve como res-
posta a uma lesão química ou física (Yeoman 
& Macleod 1977), e quando cultivados em 
meio com elevada concentração de auxina e 
adição de caseina hidrolizada, apresentam-se 
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friáveis (Dixon 1985). Calos com essa con-
sistência são requeridos para a obtenção de sus-
pensão de células, que se caracterizam pelo 
crescimento de agregados ou células dispersas, 
quando em meio de cultura líquido sob agita-
ção (Erilcsson 1965 e Street 1973). 

A cultura de calos e de suspensão de célu-
las pode ser derivada de um grande número de 
órgãos da planta (raízes, brotos, folhas) ou ti-
pos de células específicas (endosperma, pó-
len), sendo a escolha de uma dessas fontes de 
explantes uma função do objetivo do estudo e 
do meio de cultura utilizado (Street 1973). 
Tanto os calos quanto a suspensão de células 
são de grande importância para o estudo de 
fenômenos morfogenéticos in vitro, bem como 
para a obtenção de variações genéticas no ex-
plante inicial (Dixon 1985, Evans et ai. 1981, 
Hildebrandt et ai. 1946, Street 1973). Além 
disso, suspensões de células têm sido utiliza-
das para a obtenção de produtos secundários, 
incluindo vários fárinacos, representando uma 
biotecnologia de grande interesse científico e 
comercial. 

As metodologias para obtenção de calos de 
várias espécies vegetais são amplamente co-
nhecidas (Dixon 1985, Evans et al. 1981, 
Henderson et ai. 1984, Murashige 1980 e 
Phillips & Collins 1984), mas adaptações nos 
métodos de desinfestação superficial, na ob-
tenção de explantes e na suplementação do 
meio de cultivo, são ainda necessárias, espe-
cialmente para novas cultivares, espécies ve-
getais menos estudadas e estudos com objeti-
vos específicos. 

O presente estudo teve como objetivo a 
obtenção de cultura de calos e de suspensão 
de células de alfafa, batata, batata-doce, pue-
rária e tomateiro. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Para a obtenção de calos, transferiram-se cinco 
sementes de alfafa (Medicago sativa L.), puerária 
(Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth) e tomateiro 
(Lycopersicwn esculenswn Mil!) desinfetadas em hi-
poclorito de sódio a 0,5%, por 15 minutos, e lavadas 
por tres vezes em água destilada e autoclavada, para 
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placas de 9 cm de diâmetro, contendo 30 ml de meio 
ágar-água a 0,7%, autoclavado, p11 6,0, sendo estas 
placas incubadas no escuro a 25 0C. Plântulas de ba-
tata (Solanwn tuberosum L.) e de batata-doce (Ipo-
,noea batatas Lam) foram obtidas de segmentos 
contendo gemas laterais em meio MS (Murashige & 
Skoog 1962), 7 g/l de ágar e pli  5,7, incubadas em 
câmara de crescimento a 25°C, com 16 hs diárias de 
luz (1.000 lux). 

As plântulas de alfafa, puerária e tomateiro, com 
15 dias de incubação após a germinação, e plântulas 
de batata e batata-doce, obtidas após 40 dias de in-
cubação, foram seccionadas em segmentos de hipo-
cótilo e radícula de aproximadamente 2 cm, e trans-
feridos para placas-de-petri contendo papel de filtro 
umedecido e autoclavado. Nas placas, eles receberam 
cortes transversais e longitudinais, sendo em seguida 
transferidos para tubos de 20 x 150 mm contendo 
20 ml de meio MS, suplementado com 5 mg de 2,4-
ácido diclorofenoxiacético-2,4-D + 1 mg de cineti-
na, 7 g de ágax por litro de meio, e p11 ajustado para 
5,7 ± 0,1. A transferência foi feita utilizando-se 
pinça longa, sendo colocado, horizontalmente, ape-
nas um explante na parte superficial de meio de eu!-
tivo inclinado. Os tubos foram vedados com tampa 
de plástico e identificados. Todas essas operações 
foram realizadas em câmara de fluxo laminar, utili-
zando-se pinças, estiletes e bisturis desinfestados em 
álcool etílico 700k. 

Os tubos contendo os explantes de alfafa, batata e 
batata-doce foram incubados em câmara de cresci-
mento em completa escuridão, (lienderson et ai. 
1984 e Phillips & Collins 1984), enquanto os ex-
plantes de puerária e tomateiro foram incubados em 
câmara com fotoperíodo de 16 hs de luz18 hs de es-
curo (Dixon 1985), com intensidade luminosa de 
1.000 lux. A temperatura da câmara de crescimento 
foi mantida em 270C em ambos os casos. Realiza-
ram-se observações diárias por um período de 40 
dias, sendo a ocorrência de contaminações e início de 
indução de calos devidamente anotados. Após esse 
período, fragmentos de 3 mm de diâmetro de calos 
induzidos foram repicados para tubos de 20 x 
150 mm contendo 20 ml de meio MS suplementado, 
conforme descrito anteriormente, sendo adicionados 
ainda, 2 g/l de caseína hidrolizada. Essa operação de 
repicagem de calos foi realizada mensalmente, du-
rante todo o período de condução dos diferentes ex-
perimentos. 

A suspensão de células foi obtida em frascos-er-
lenmeyer de 125 ml, vedados com algodão e papel 
alumínio, contendo 25 ml de meio líquido autoclava- 



OBTENÇÃO DE CALOS E SUSPENSÃO 
	

891 

do, meio MS suplementado com 5 mg de 2,4-D, 
2 mg de biotina, 1 mg de cinetina e 1 g de caseína hi-
drolizada, por litro de meio, e píl 6,0. Fragmentos 
friáveis de calos, de aproximadamente 200 mg, fo-
ram obtidos 30 dias após a repicagem e mantidos sob 
agitação em agitador reciprocante a 90 rpm, 27 0C e 
com 16 hs de luz diárias (1.000 lux), conforme Gam-
borg (1966). Após 20 dias de cultivo, foram transfe-
ridos, aproximadamente, 0,4 g de células para fras-
cos-erlenmeyer contendo 25 ml de meio MS, des-
crito anteriormente. As curvas de crescimento das 
células foram obtidas pela determinação do peso 
fresco, a cada três dias, durante 24 dias de incuba-
ção. Para a determinação do peso fresco, proce-
deu-se à filtração a vácuo, de três repetições de cada 
suspensão, utilizando-se filtro de membrana com 
poro de 0,25 m 

A viabilidade das células vegetais obtidas após la-
vagem por três vezes em solução estéril de sacarose 
a 0,2%, conforme Carr et aI. (1985) - utilizando-se 
unidades de filtração contendo papel de filtro esteri-
lizado -, foi avaliada pela incubação em placas de 
60 mm de diâmetro, por 12 horas, no escuro e a 
270C, em mínimo de três amostras contendo apro-
ximadamente 200 células (quantificadas em lãminas 
microscópicas quadriculadas), imersas em 20 ml de 
solução de iodonitrotetrazolium violeta (INT) a 
0.2%, em tampão Tris HCI 0,2 M (pH 7,4). As célu-
las foram consideradas viáveis, quando apresentaram 
intensa pigmentação avermelhada, mediante obser-
vações feitas em microscópio estereoscópico com 
aumento de 40 vezes, caracterizando a redução de 
tetrazolium para formazan (Carr et aI. 1985 e Mac 
Donald 1980). Os resultados foram expressos em 
percentagem média de células viáveis. 

Em todos os experimentos, utilizaram-se no ml-
nimo sete repetições para cada tratamento, com ex-
cessão das curvas de crescimento das células, em que 
se utilizaram apenas três repetições. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O início da formação dos calos nos ex-
plantes das diferentes espécies vegetais variou 
em função do tempo de incubação (Tabela 1). 
Para a alfafa, a indução teve início aos oito 
dias ap6s a inoculação, com o surgimento de 
áreas esbranquiçadas e proliferação intensa de 
células sobre os cortes superficiais, apresen-
tando aspecto gelatinoso. Na batata, e puerá- 

da, tanto de hipocótilo quanto de radícula, 
e tomateiro, só houve sinais de indução de 
calos aos quinze dias. Para a batata e tomatei-
ro, verificaram-se calos de coloração clara e 
aspecto grumoso, recobrindo os cortes à su-
perfície dos explantes. Na puerária, explantes 
tanto de hipocótilo quanto de radícula apre-
sentaram calos de aspecto grumoso e de colo-
ração amarelada. O início da indução de calos 
em batata-doce só foi verificado aos 22 dias, 
quando ocorreu intensa proliferação de as-
pecto gelatinoso e coloração amarelada. Essa 
resposta diferenciada das espécies vegetais 
à indução de calos em relação ao tempo de in-
cubação já foi relatada por Evans et ai. 
(1981), e está relacionada a exigências nutri-
cionais especificas (Hildebrandt et ai. 1946), 
condições de incubação (temperatura, lumino-
sidade etc.) e a características intrínsecas da 
espécie ou mesmo cultivar. 

A coloração dos calos obtidos variou com o 
período de incubação (Tabela 1). No caso de 
alfafa, batata, batata-doce e tomateiro, a colo-
ração inicialmente esbranquiçada passou a 
amarelada, possivelmente em decorrência da 
síntese de pigmentos, alterações no metabo-
lismo celular e amadurecimento das células, 
confonue Nozue et ai. (1987). O surgimento 
de pigmentação verde em calos de puerária, 
tanto naqueles obtidos de hipocótilo quanto 
naqueles de radícula, está associado à presen-
ça de clorofila (Evans et ai. 1981). As colora-
ções dos calos tomaram-se mais intensas com 
a idade. No final da incubação, verificou-se o 
surgimento de áreas necrosadas na parte basal 
dos calos de alfafa, batata e tomateiro. De 
acordo com Yeoman & Macleod (1977), esses 
sintomas são comuns na fase de envelheci-
mento de calos, e são devidos à morte pro-
gressiva das células envelhecidas, acúmulo de 
substâncias tóxicas e esgotamento dos nu-
trientes do meio de cultivo. Verificou-se que 
aos 40 dias de incubação, os calos obtidos de 
hipocótilo de puerária apresentaram o dobro 
do diâmetro observado em calos de radícula. 
Notou-se ainda, um aumento de áreas necro-
sadas e envelhecidas nos calos de radícula, in-
dicando reduzida viabilidade nas condições de 
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TABELA 1. Início da formação (indução) de calos e aspectos visuais em diferentes espécies vegetais 
em meio MS. Médias de 7 repetições. 

Puerária 
Período 

	

de 	 Alfafa 	 Batata 	Batata-doce 	Hipocótilo 	Radícula 	Tomateiro 
Incubação 

	

(dias) 	indu- 	cobra- 	indu- 	cobra- 	indu- 	cobra- 	indu- 	cobra- 	indu- 	cobra- 	indu- 	colora- 
ção 	ção 	ção 	çáo 	ção 	ção 	ção 	çáo 	ção 	ção 	ção 	çãO 

	

8 	* esbranquiçada - 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 	- 

	

15 	+ esbranquiçada * 	esbranquiçada - 	- 	* 	amarelada 	* 	amarelada 	• 	esbranquiçada 

	

22 	+ amarelada 	+ esbranquiçada * 	esbranquiçada + esverdeada + amarelada 	+ esbranquiçada 

	

30 	+ amarelada 	+ esbranquiçada + amarelada 	+ esverdeada + esverdeada + esbranquiçada 

	

40 	+ amarelada 	+ amarelada 	+ amarelada 	+ esverdeada + esverdeada + amarelada 

- sem alteração 
* início da indução 
+ calos induzidos, presença de proliferação de células à superfície do propígulo 

cultivo adotadas. Além disso, os calos de radí-
cula de puerária apresentaram aspecto mais rí-
gido e compacto em relação aos calos de hipo-
cótilo, sendo estes Últimos caracterizados pela 
intensa proliferação de células e elevada fria-
bilidade. 

Após a repicagem para meio MS suple-
mentado os calos apenas apresentaram dife-
renças em crescimento e vigor a partir de 
quinze dias de incubação, quando os calos 
obtidos de hipocótilo e radícula de puerária 
apresentaram maior crescimento em relação 
aos demais, que praticamente não diferiram 
entre si (Tabela 2). No entanto, os calos de 
hipocótilo apresentaram crescimento mais vi-
goroso, coloração esverdeada mais intensa, 
bastante friáveis e com pequeno número de 
partes necrosadas, comparativamente aos calos 
de radícula. Aos 22 dias, os calos de hipocó-
tilo atingiram o dobro do diâmetro de calos de 
radícula. De acordo com Dixon (1985), esse 
crescimento mais lento de calos de radícula 
pode ser associado a características dos meios 
de cultivo utilizados, aspectos intrínsecos do 
explante e luminosidade. Quanto a esse último 
fator, tubos contendo calos de radícula, quan-
do incubados no escuro, apresentaram cresci-
mento niais lento e senescência mais rápida. 
Calos das demais espécies vegetais, apesar de 
terem apresentado crescimento inferior ao ve-
rificado para calos de hipocótilo de puerária, 
mostraram-se bastante fiáveis e com prolife- 

Pesq. agropec. bras., Brasília, 25(6):889-895.jun. 1990 

ração intensa de células na superfície. A colo-
ração dos calos obtidos persistiu conforme 
descrito no período de indução, ou seja, ama-
relada na alfafa, batata, batata-doce e tomatei-
ro ç  esverdeada na puerária. 

As curvas de crescimento de suspensões de 
células das diferentes espécies vegetais, obti-
das a partir dos calos induzidos, são apresen-
tadas na Fig. 1. Baseando-se no modelo de cur-
va característica de crescimento de células itt 
vitro, proposto por Wilson et ai. (1971), ape-
nas as suspensões de células obtidas de calos 
de hipocótilo de alfafa, batata, batata-doce e 

*Ilafe P.aas lH4ecatiol Pu.4r1. (R,dk 11 ) 

0.6.6. B0t418-d0C TtsPo 

051218 	240 	5 	12 10 24 	O 	O 	1218 a 

acusAçÃo, DIAS 

FIG. 1. Curvas de crescimento de suspensão de 
células de diferentes espécies vegetais 
em meio Murashige & Skoog (MS) su-
plementado. 

4,0 

2,4 

1.6 
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puerária apresentaram comportamento caracte-
rístico. As demais suspensões de células apre-
sentaram crescimento bastante inferior, com 
dilatação das fases log e exponencial. Esses 
períodos das fases de crescimento de suspen-
sões de células das diferentes espécies vege-
tais, crescendo em meio MS suplementado, 
são apresentados na Tabela 3. Observa-se que 
suspensões de células de alfafa, batata-doce e 
puerária apresentaram crescimento mais favo-
recido, em relação às demais, sendo que o me-
nor crescimento de suspensão de células de 
batata, radícula de puenSria e tomateiro pode 
ser atribuído à qualidade dos calos de origem, 
à curta viabilidade no meio de cultivo utiliza-
do e ao não atendimento de todas as exigên- 

cias necessárias para a maximização de seu 
crescimento in vitro. No entanto, as condições 
de cultivo adotadas mostraram-se favoráveis 
às suspensões de células de alfafa, batata-doce 
e hipocótilo de puerária, que apresentaram 
coloração esverdeada, com células alongadas 
em intensa divisão, dispersas, e viabilidade em 
tomo de 60 a 80%, avaliada pela redução do 
INT. Observou-se, porém, que a viabilidade 
das células, de forma geral, diminuiu a partir da 
fase de cíesaceleração de crescimento, sendo 
esse efeito mais notório em suspensão de cé-
lulas de tomateiro e ndícula de puerária. 

Apesar de os calos serem um tecido não di-
ferenciado e crescerem como um grupo de 
células desorganizadas (Yeoman & Macleod 

TABELA 2. Diâmetro médio (mm) dc calos obtidos após repicagens, cm diferentes épocas (dias) em 
meio MS. Médias dc 7 repetições. 

Puerária 
Incubação Alfafa Batata Batata-doce Tomateiro 

Ilipocótilo Radfcuia 

2 3,45 ±0,13*  3,50 ±0,62 3,31 ±0,75 3,28 ±0,49 3,14 ±0,38 3,10 ±0,13 
is 3,76 ±0,30 3,70 ±0,43 3,68 ±0,17 5,43 ± 1,51 4,57 ±0,53 3,80 ±0,21 
22 5,84 ±0,45 7,72 ± 1,12 6,79 ±0,89 10,86 ± 1,68 5,85 ±0,90 6,95 ±0,43 
30 12,46 ± 1,12 13,50 ±0,90 15,45  ±V,12 16,43 ±2,31  9,57 ±1,13 11,20  ±0,29 

* Desvio padrão da média. 

TABELA 3. Período (dias) das fase& de crescimento de suspensôcs de células dc diferentes espécies 
vegetais, em meio MS suplementado. 

Puerária 
Fases Alfafa Batata Batata-doce Tomateiro 

rnpoc&ilo Radícula 

log 0-3 0-6 0-3 0-3 0-6 0-6 
exponencial 3-9 6-12 39 3-9 6-12 6-12 
linear 9-15 12-18 9-15 9-15 12-18 12-18 
progressiva 
desaceleração 15-18 18-21 15-18 15-18 18-21 18-21 
estacionária 18-24 21-24 18-24 18-24 21-24 21-24 

1  As diferentes fases foram caracterizadas com base na curva de crescimento de células, apresentada na 
Fig. 1, que seguiu modelo característico proposto por Wilson et ai. (1971). 
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1977), estes podem apresentar metabolismo, 
composição bioquímica e exigências distintas 
em relação ao explante de origem. Segundo 
Phan et ai. (1987), de forma geral, em plântu-
las obtidas ia vitro, os açúcares solúveis e 
compostos fenc5licos diminuem, enquanto os 
ácidos orgânicos e proteínas solúveis tendem a 
aumentar. Porém, calos obtidos desses ex-
plantes apresentam maior conteúdo de com-
postos fenólicos, ácidos orgnicos e açúcares 
reduzidos. Assim, essas características bio-
químicas e metabólicas dos calos podem ter 
sido modificadas durante seu crescimento, ia-
fluenciando conseqüentemente, as suspensões 
de células obtidas nas condições de meios de 
cultivo e incubação adotadas. Conforme os re-
sultados apresentados, observa-se que o meio 
de cultivo utilizàdo, mostrou-se mais adequa-
do para a obtenção de suspensão de células de 
hipocótilo de alfafa, batata-doce e puerária. 
Outras suplementações do meio MS ou mesmo 
alterações nas concentrações daquelas utiliza-
das, podem pennitir melhor crescimento das 
outras suspensões de células ia vitra. 

CONCLUSÕES 

1. Calos fiáveis de alfafa, batata, batata-
doce, puerária e tomateiro, foram obtidos em 
meio MS suplementado com caseína bidroliza-
da, cinetina e 2,4-1). 

2. Suspensões de células obtidas de calos 
de hipocótilo de alfafa, batata-doce e puerária, 
apresentaram crescimento mais rápido e abun-
dante que daquelas obtidas de calos de hipo-
cótilo de batata e tomateiro, e radícula de pue-
ráfia, em meio MS suplementado. 

3.. Tanto calos, quanto suspensão de célu-
las obtidas de hipocótilo apresentaram cresci-
mento mais rápido e abundante, e maior viabi-
lidade do que aqueles obtidos de radícula de 
puerária. 
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