
v.14, n.1, p. 93 - 109,  2007 93

Biotecnologia aplicada ao estudo da lignificação 

Kelly Carla Almeida de Souza1 e Heber dos Santos Abreu2 

Resumo 

A lignina apresenta funções relevantes no reino vegetal, como o aumento da resistência nas plantas, condução 
e defesa. Além disso, a lignina desenvolveu formas de suporte para as plantas se erguerem em direção 
oposta à gravidade. Por apresentar características que influenciam a sobrevivências das plantas, assim 
como também nos processos da indústria de base florestal. O interesse de estudar o processo de lignificação 
atualmente envolve técnicas que a biotecnologia oferece como: a calogênese e células em suspensão em 
função da utilização de fitorreguladores como auxinas e citocininas. 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético) 
por exemplo, tem sido o fitorregulador mais importante na atenuação da lignificação em calos e em células 
em suspensão, com diferentes meios de cultura e com diferentes espécies. O processo de lignificação que 
envolve estádios de formação diferentes inclui a via pré-corismica e fenilpropanoídica, é pesquisado em 
células tanto na condição de calo como na condição de células em suspensão, possibilitando condições 
viáveis de estudo do processo de lignificação.
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Biotechnology applied to the study of lignification

Abstract

Lignin presents important functions for plants as resistance, conduction and defense. In additions, this com-
pound developed support for plants to grow up against the gravity. The lignin has many positive characteristic 
that can influence the plant life and this has open great interest to study the lignification process in cells, 
and the industrial process from the forest technology industrial. Through the biotechnology techniques as 
calogenesis and suspension cell, different growth regulator concentration were tested. 2,4-D (2,4-dichloro-
phenoxiacetic acid), for example, has been considered the most important phytoregulator in the regulation 
of the lignification in callus and in suspension cells in the  different culture medium and with several kind 
of plant. The lignification process, that involve different steps on lignin formation, includes the pre-corismic 
and phenylpropanoids ways, and has been researched in the callus and suspension cell conditions. All those 
tools can be viable for the study of the lignification process. 
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Introdução

Lignina é uma classe de substâncias macromo-
leculares que apresenta funções relevantes no reino 
vegetal, conferindo resistência à força de compres-
são, como um agente cimentador, de condução, de 
defesa física e química contra fatores bióticos e abió-
ticos do ambiente. Sua existência foi imprescindível 
na adaptação das plantas há milhares de anos atrás, 
no período em que plantas aquáticas passaram para 
o ambiente terrestre (Stumpf & Conn, 1981). A lig-
nina desenvolveu formas de suporte para as plantas 
se erguerem em direção oposta à gravidade. À me-
dida que as plantas foram evoluindo, a composição 
da lignina foi modificando-se e se tornando menos 
complexa sob o ponto de vista estrutural, apresen-
tando uma estrutura mais linear, como é o caso das 
ligninas de angiospermas (Abreu et al., 1999).  Hoje 
os cientistas, com base nas características intrínse-
cas às ligninas, procuram ajustá-las à realidade da 
necessidade do desenvolvimento tecnológico, eco-
nômica e ambiental. Dentro destas possibilidades, a 
biotecnologia tem sido a ferramenta para o desen-
volvimento de alternativas biológicas de novos ma-
teriais vegetais, assim como a obtenção de produtos 
de interesse da humanidade.

Atualmente várias aplicações de técnicas de bio-
tecnologia celular de plantas têm sido utilizadas, a 
começar pela clonagem seguida pela cultura de cé-
lulas, a qual inclui suspensões celulares em meio 
líquido. A suspensão celular apresenta grande im-
portância para a produção de metabólitos especiais 
entre outros, como é o caso da lignina, a qual pode 
ser produzida em meio líquido através da liberação 
de monolignóis e peroxidase.

A cultura de células em suspensão fornece exce-
lentes informações para o estudo do metabolismo 
secundário; simples alterações no meio de cresci-
mento freqüentemente resultam em expressões de 
uma via metabólica específica. Uma dessas informa-
ções é a via dos fenilpropanoídes, que participa da 
formação de várias substâncias como flavonóides e 
lignina. A técnica de cultura de tecidos permite ava-
liar os efeitos fisiológicos dos nutrientes, os efeitos 
dos reguladores de crescimento e outros constituin-

tes químicos pertinentes ao processo de formação 
dos precursores e da formação da lignina. 

As pesquisas relacionadas à cultura de células 
em suspensão são realizadas mediante a utilização 
de vários protocolos. Um dos meios mais utiliza-
dos para tal é o meio MS (Murashige & Skoog, 
1962), que tem se apresentado com bons resultados 
nos trabalhos com culturas de Eucalyptus (Torres 
& Caldas, 1990). No entanto, a utilização do meio 
LD (Liane & David, 1994) tem-se mostrado tam-
bém eficiente para produção de calos da espécie Eu-
calyptus urophylla.

Um exemplo de pesquisa para viabilizar a pro-
dução de metabólitos fenilpropanoídes tem sido a 
cultura de células em suspensão de Glicine max L., 
por (Hahlbrock et al., 1980), embora estudos deta-
lhados de lignificação em cultura de células dessa 
planta não tenham sido publicados anteriormente. 
Hosel et al., (1982) foram capazes de induzir a lig-
nificação nas células desta espécie por modificação 
na concentração de hormônios no meio de cultura. 
O mesmo ocorreu com a espécie Pinus taeda, para 
estudo de lignificação através da técnica de cultura 
de células em suspensão, variando a concentração 
do fitorregulador 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxia-
cético) (Eberhardt et al., 1993). A cultura de células 
desenvolveu papel semelhante quanto à indução da 
lignificação em células de Pinus radiata (Moller et 
al., 2006). Em Arabidopsis a técnica de suspensão 
celular foi eficiente para o estudo da biossíntese de 
um outro produto do metabolismo secundário, o as-
corbato, um derivado do ácido ascórbico (Davey et 
al., 1999).

Outras pesquisas sobre culturas de células foram 
realizadas com espécies de gimnospermas e angios-
permas, em que a lignificação foi aparentemente 
induzida de várias maneiras, com mudanças nos re-
guladores de crescimento, tipo de meio de cultura e 
ativação por fungos (Ramsden & Northcote, 1987; 
Campbell & Ellis, 1992; Nimz et al., 1975; Robert 
et al., 1989).

No meio de cultura é imprescindível que haja um 
balanço entre os reguladores de crescimento, ou seja, 
uma interação eficiente entre auxinas e citocininas. 



v.14, n.1, p. 93 - 109, 2007 95

Floresta e Ambiente

No entanto, esta interação também depende da es-
pécie, do tipo de tecido utilizado na cultura e idade 
do tecido. Ao utilizar explantes de plantas adultas, 
as respostas a um regulador de crescimento são mo-
dificadas em relação ao tecido jovem. Os explantes 
foliares de Eucalyptus urophylla, por exemplo, ao 
serem submetidos a fitorreguladores respondem de 
forma considerável através da produção de calos.

A formação de calos tem sido obtida de forma 
considerável através do uso do regulador de cresci-
mento 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético), uma 
auxina sintética que auxilia no desenvolvimento do 
calo.                      

Uma das dificuldades em estudar os processos 
que acompanham a lignificação em plantas lenho-
sas é que as células diferem muito entre si no de-
senvolvimento da parede. A lignificação é um pro-
cesso que tem sido muito estudado em calos e em 
células em suspensão, sendo induzida por balanço 
hormonal, atividades enzimáticas, utilização de fun-
gos como agentes ativadores desse processo, para 
os mais variados fins (Moller et al., 2006). Um dos 
aspectos mais relevantes no estudo da lignificação 
com aplicação da biotecnologia é o entendimento 
de como esse processo se inicia, permitindo obter 
informações sobre o tipo de lignina formada, a to-
poquímica e sua arquitetura molecular adquirida, 
para diferentes espécies vegetais.

Bioquímica da lignificação

Em 1933, Erdtman postulava que a lignina era 
formada por desidrogenação enzimática dos álcoois 
p-cumarílico, coniferílico e sinapílico. Esta hipóte-
se foi, mais tarde, confirmada e elaborada por um 
dos experimentos de Freudenberg (1959) através da 
polimerização do álcool p-cumarílico in vitro com 
a enzima lacase ou peroxidase (Grisebach, 1977). 
A biossíntese da lignina pode ser dividida em duas 
etapas, a enzimática e a semi-enzimática. No primei-
ro caso a fenilalanina amônio liase (FAL), cinamato 
4-hidroxilase (C4H), e ácido cafeico O-metiltrans-
ferase (COMT), assim como enzimas específicas 
como cinamoil-CoA redutase (CCR) e cinamil ál-

cool desidrogenase (CAD) (Ramos et al., 2001) são 
enzimas do caminho fenilpropanoíde.

A biossíntese das ligninasenvolve uma adequa-
ção coordenada de três fases biossintéticas: a fase 
pré-corísmica, a fase fenilpropanoídica e a fase da 
polimerização da lignina. A fase pré-corismíca é a 
via responsável pela formação dos ácidos chiquími-
co e corísmico, os quais são importantes em uma va-
riedade de produtos essenciais (Herrmann, 1995).

A via geral dos fenilpropanoídes começa com a 
formação a partir da presença de fenilalanina e en-
volve sucessivas reações de hidroxilação de anéis 
aromáticos, seguidas de O-metilação fenólica e con-
versão do grupo carboxílico a álcool (Boerjan, et 
al., 2003) resultando no ácido cinâmico (Barber & 
Mitchell, 1997). O primeiro passo dessa via inicia-
se com uma reação catalisada pela enzima fenilala-
nina amônio-liase (FAL) pela eliminação do grupo 
NH3 da fenilalanina ou do ácido orogênico (Ramos, 
et al., 2001; Lewis & Sarkanen, 1998) para resultar 
em monolignóis. Nas plantas esta enzima está loca-
lizada tanto no citoplasma quanto nas organelas. O 
metabolismo dos fenilpropanoídes é definido como 
a seqüência de reações envolvendo a conversão da 
fenilalanina para ativar o ácido cinâmico (Hahlbro-
ck & Grisebach, 1975). 

A reação de formação do ácido cinâmico tam-
bém pode ser catalisada por outra enzima, a tirosina 
amônio-liase (TAL), ou seja, quando ocorre elimi-
nação do grupo NH3 do ácido aminado tirosina. Es-
tas enzimas catalisam a trans-eliminação da amônia 
da fenilalanina ou da tirosina para formar o ácido 
trans cinâmico e o p-trans cinâmico (Whetten et al., 
1998). Essa transaminação, troca da carbonila pelo 
grupo NH2, ocorre no ácido orogênico. Há interesse 
em formar grupos NH2, os quais fazem parte dos 
ácidos aminados fenilalanina e tirosina, substâncias 
iniciais no processo de formação da lignina.  Essas 
enzimas são enzimas regulatórias “chaves” e um 
dos principais pontos de controle do metabolismo 
secundário dos vegetais (Bell, 1981). A FAL é uma 
enzima tetramérica, com dois sítios ativos por molé-
cula (Bolwell, 1988). Aparentemente, as isoenzimas 
isoladas individualmente apresentam cinética de 
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Michaelis-Menten, mas em conjunto apresentariam 
cooperatividade negativa (Whetten & Sederoff, 
1995). Sua atividade é influenciada por vários fato-
res externos e internos, como: hormônios, níveis de 
nutrientes, luz, infecção por patógenos e ferimentos. 
A invasão de fungos, por exemplo, induz a trans-
crição do RNAm que codifica para essa enzima, 
aumentando assim sua síntese “de novo” e, conse-
qüentemente, estimulando a produção de substância 
fenólica (Jones, 1984).  

A partir do ácido cinâmico são produzidos di-
versos fenilpropanoídes simples, via uma série de 
reações de hidroxilação, metilação e desidratação, 
tais como os ácidos p-cumárico, cafeico, ferúlico, 
sinápico e as cumarinas simples, além dos ácidos 
salicílico, benzóico e p-hidroxibenzóico que, embo-
ra tenham perdido uma cadeia lateral de carbono, 
também se originam do cinamato e p-cumarato (Di-
xon & Paiva, 1995).

O ácido p-cumárico sofre uma hidroxilação na 
posição 3 pela p-cumarato-3- hidroxilase e forma o 
ácido cafeico. Enzimas que podem atuar nesta re-
ação de hidroxilação in vitro têm sido purificadas, 
mas não existem evidências que suportam a via fi-
siológica destas enzimas na biossíntese de monolig-
nóis in vivo (Whetten & Sederoff, 1995).

 Através da enzima O-metiltransferase 
(OMT) o ácido cafeico sofre uma metilação na hi-
droxila de posição 3  para produzir o ácido ferúli-
co.

O ácido ferúlico pode ser ativado pelo 4-cuma-
rato-CoA ligase (4CL) através da conjugação com 
a coenzima A e os tioésteres CoA são presumidos 
como intermediários da síntese do álcool coniferí-
lico e do álcool p-cumarílico, respectivamente. Um 
destino alternativo para o ácido ferúlico, é a hidro-
xilação na posição 5 por outra enzima hidroxilase 
(P450), a ferulato-5-hidroxilase. O ácido 5-hidro-
xiferúlico pode ser metilado pela enzima O-metil-
transferase produzindo, dessa maneira, o ácido siná-
pico. Em muitos casos o ácido sinápico, no entanto, 
tem sido mostrado como um substrato pobre para 
purificar enzimas in vitro (Gross et al., 1975; Kut-
suki et al., 1982; Lüderitz et al., 1982; VOO et al., 

1995). 
Tanto os ácidos p-cumárico, ferúlico quanto o si-

nápico são transformados em álcoois p-cumarílico, 
coniferílico e sinapílico, respectivamente, os quais 
na parede celular sofrem oxidação e depois polime-
rizam resultando na lignina.

Neste processo de polimerização atuam as enzi-
mas lacases ou peroxidases e isoenzimas correspon-
dentes. A participação destas enzimas na formação 
da lignina foi também estimada por Harking & Obst 
em 1973. A fase final de formação da lignina ocorre 
na parede celular através de uma oxidação desidro-
genativa dos álcoois p-cumarílico, coniferílico e si-
napílico (Boudet et al., 1995; Whetten et al., 1998; 
Freudenberg, 1959). 

A deposição da lignina se inicia na parede pri-
mária e na lamela média, se estendendo através da 
parede secundária em direção ao lúmen (donaldson, 
2001).  O fenômeno da lignificação também pode 
ser decorrente de uma resposta ativa das plantas à 
invasão por patógenos (Hammerschimdt & KUC, 
1982; Busam et al., 1997-b; Sticher et al., 1997). 
Acumulam-se evidências também de que se cons-
titui em importante mecanismo de defesa (Vance et 
al., 1980; Hammerschimdt & Kuc, 1982; Agrios, 
1997; Busam et al., 1997-a; Sticher et al., 1997;). 

A lignina pode ser diferente entre espécies, teci-
dos, estádios de desenvolvimento e localização ce-
lular. Essas variações podem resultar das diferenças 
das atividades enzimáticas com o substrato específi-
co das angiospermas e gimnospermas (Lewis & Ya-
mamoto, 1990). Assim a lignina possui composição 
diferente para pteridófitas, gimnospermas, angios-
permas (monocotiledôneas e dicotiledôneas). Cor-
responde a um total de cerca de 30% para coníferas 
e cerca de 25 % para dicotiledôneas de zona tempe-
rada (Mendes & Alves, 1986). A lignina é detectada 
em maior quantidade na camada S2 da parede se-
cundária, sobretudo nas fibras, vasos e traqueídeos 
do xilema, dotando-os de rigidez, suporte mecâni-
co, impermeabilidade, permitindo o transporte de 
água e solutos. Ela também é encontrada, em menor 
quantidade, na periderme associada à suberina onde 
age como uma barreira contra patógenos (Higuchi, 
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1984; Studart-Guimarães et al, 2003). 

O papel dos fitorreguladores em meio de cultura

A adição de fitorreguladores tem o objetivo prin-
cipal de suprir as possíveis deficiências dos teores 
endógenos de hormônios nos explantes que se en-
contram isolados das regiões produtoras na planta-
matriz. Ao mesmo tempo a adição de fitorregulado-
res estimula certas respostas como o alongamento 
ou multiplicação da parte aérea. Essa resposta de-
pende do estado fisiológico dos explantes, o que 
está relacionado com a época do ano e com o estado 
geral da planta-matriz (Altman & Goren, 1977).

Segundo Xu & Bewley (1992), as auxinas, em 
particular o ácido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) 
são extremamente importantes na indução da calo-
gênese e células embriogênicas e na posterior re-
moção da auxina do meio de cultura. Estas células 
formam embriões somáticos. Além disso, o 2,4-D 
possui uma aplicação relevante no estudo da lignifi-
cação através de células em suspensão de várias es-
pécies e com os mais variados objetivos (Eberhardt 
et al., 1993).

As auxinas são produzidas principalmente nas 
regiões apicais que, transportados para outros locais 
da planta, participam do seu crescimento e diferen-
ciação. Esses fitorreguladores podem ser necessá-
rios para complementar o teor endógeno ou suprir 
as necessidades de meristemas isolados (Smith & 
Murashige, 1970). As zonas produtoras de auxina 
não são propriamente os meristemas, e sim os pri-
mórdios foliares e as folhas em expansão. Isto po-
deria explicar a razão pela qual a auxina não é tão 
necessária, quando gemas maiores são utilizadas 
para o cultivo.

As auxinas são usadas para reativar o ciclo da 
célula e iniciar a formação do embrião e são utili-
zadas em concentrações muito baixas. Porém, um 
outro regulador tem se mostrado muito eficiente, é o 
caso do TDZ [1-fenil-3-(1,2,3- tiadiazol-5-il)uréia], 
uma citocinina sintética que induz a acumulação de 
auxinas e citocininas endógenas no tecido (Murthy 
et al., 1995).

As concentrações influenciam na multiplicação 

in vitro, onde normalmente a melhor faixa fica entre 
0,5 e 5,0mg/L para ambos fitorreguladores (Morales 
et al., 1999). 

Para o estabelecimento de um controle eficiente 
no crescimento e na diferenciação das culturas in 
vitro, é necessário um balanço adequado entre auxi-
nas e citocininas (Wagner Junior et al., 2003). Nor-
malmente, as concentrações de auxinas são inferio-
res às das citocininas, mantendo o balanço auxina 
/citocinina menor que 1 (Pierik, 1990).

Quando o nível de auxina em relação ao de cito-
cinina é alto, ocorre a formação de raízes. Na situa-
ção oposta, ocorre a formação de brotos e quando as 
proporções são aproximadamente iguais, uma mas-
sa de calo é produzida (Krikorian, 1995).

Grattapaglia & Machado (1990) descreveram a 
indução da calogênese em meio com altas concen-
trações de auxinas, sendo 2,4-D um dos reguladores 
de crescimento mais eficazes na indução de calos 
(Ammirato, 1983). Contudo, Huetteman & Preece 
(1993) citam o TDZ (tidiazuron) como um excelen-
te estimulante para a formação de calos em concen-
trações iguais ou maiores que 1,0 mM.

Alguns autores citam a influência do TDZ na 
formação de calos, como Wilhelm (1999), que men-
cionou o fato de que concentrações mais altas dessa 
citocinina proporcionaram a produção de calos mais 
volumosos.

Segundo Kaneda et al., (1997), a melhor perfor-
mance do TDZ, aparentemente, pode estar relacio-
nada à maior atividade citocinínica ou a forma de 
ação diferente de outras citocininas durante o pro-
cesso de desdiferenciação e rediferenciação celular, 
como também ao fato de o TDZ induzir a acumu-
lação de auxinas e citocininas endógenas no tecido 
(Murthy et al., 1995).

Assim como o TDZ, que apresenta respostas 
consideráveis para a formação de calos, o 2,4-D se 
mostrou eficiente ao permitir formação de calos em 
todos os tratamentos com concentrações variando 
de 0 a 15 μM em duas cultivares de morangueiro, 
exceto naqueles isentos das auxinas 2,4-D (Flores 
et al., 1998).
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Embora o 2,4-D tenha se mostrado eficiente na 
produção de calos, Murthy et al. (1998) cita a me-
lhor performance do TDZ em relação a outros re-
guladores de crescimento na proliferação de tecido 
calogênico.

Velho et al., (1988) e Ferreira et al., (2001) mos-
traram que o cupuaçu não tem apresentado dificul-
dades para gerar calos usando-se o meio MS com a 
adição de baixas concentrações de 2,4-D, sendo a 
eficiência na emissão de calos aumentada pela adi-
ção de ANA (ácido α-naftalenoacético). 

De acordo com Venturieri & Venturieri (2004), 
o TDZ não produziu melhoras na indução de calos 
desejáveis para virem a ser aproveitados para a or-
ganogênese ou embriogênese somática do híbrido 
de T. grandiflorum x T. obovatum diferentemen-
te do que foi observado para o cacau por LI et al., 
(1998).

No entanto, Alves et al., (2004) citam que os 
melhores resultados para calejamento foram cons-
tatados nos tratamentos com os reguladores de cres-
cimento TDZ e ANA. A vantagem da utilização dos 
reguladores de crescimento TDZ e ANA foi citada 
por LU (1993), cujos estudos indicaram que o TDZ 
apresenta maior eficiência na presença de ANA. 
Contudo, esse autor citou que longas exposições 
ao TDZ não são recomendadas, pois podem causar 
hiper-hidricidade, crescimento anormal de gemas e 
dificuldade no enraizamento.

Segundo Luczkiewicz et al., (2002), modifica-
ções no tipo e na concentração da auxina no meio 
de cultura, provaram que o 2,4-D foi o regulador 
de crescimento que estimulou o crescimento de ca-
los de Rudbeckia hirta L. de forma mais acentua-
da. Uma outra correlação direta entre crescimento 
de calos e concentração de auxina foi observada na 
presença de ANA e IBA (ácido indol-3-butírico).

Conforme Akita et al., (2000), as células dos ca-
los provenientes dos segmentos de hipocótilos de 
Beta vulgaris tiveram um crescimento rápido e uni-
forme na presença de 10-7 M de 2,4-D, sendo esta 
auxina eficiente na produção de metabólitos secun-
dários como a betacianina.

De acordo com Palú et al., (2004) houve uma 

interação significativa para 2,4-D e cinetina na in-
dução de calos para a cultivar Acaiá Cerrado (uma 
cultivar de café - Coffea arabica L.), enquanto, para 
massa de calos frescos, somente houve efeito signi-
ficativo dos fatores isolados. Conforme este mesmo 
autor, o aumento da produção de calos ocorreu até 
a concentração de 2 mg/L de 2,4-D, ponto a partir 
do qual o regulador de crescimento passou a inibir a 
produção de calos, provavelmente devido a um efei-
to fitotóxico promovido por concentrações superio-
res a essa. A melhor resposta para indução de calos 
foi promovida pela interação entre 2,4-D (2 mg/L) e 
cinetina (1,9 mg/L).

As concentrações dos fitorreguladores variam 
muito de espécie para espécie e em função do que 
se quer obter, em alguns casos a concentração de 0,5 
mg/L de 2,4-D produz calos. Contudo HUAN et al., 
(2004), trabalhando com formação de calos e rege-
neração de plantas através de estruturas de embriões 
somáticos em Cymbidium, perceberam a morte de 
todos os explantes quando utilizou somente 2,4-D 
ou combinado com TDZ.

Níveis elevados de 2,4-D aumentaram conside-
ravelmente a friabilidade de calos embriogênicos 
de Cymbopogon martinii (Patnaik et al., 1997), e 
segundo Baruah & Bordoloi (1989), suplementos 
orgânicos, como a caseína hidrolisada, não foram 
necessários para a produção de calos embriogênicos 
friáveis.

Calos formados em meio MS suplementado com 
1,0 mg/L de 2,4-D e 0,5 mg/L de cinetina foram 
capazes de atuar na biossíntese de lignina, ao re-
ceberem tratamentos com ácido sinápico e ferúlico 
(Hamada et al., 2003). Isso mostra que o 2,4-D é de 
grande importância na calogênese por ser capaz de 
produzir calos para os mais diversos objetivos.

Falco et al., (1996) trabalhando com cana de 
açúcar, tiveram respostas consideráveis ao inocular 
segmentos foliares no meio MS para calo suplemen-
tado com 1, 2 ou 3 mg/L de 2,4-D.

  
Calogênese e Células em suspensão

Um calo consiste de uma massa desorganizada 
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de células e parcialmente diferenciada que varia 
quanto ao tipo, tamanho, conteúdo e espessura da 
parede celular. Traqueídeos, células parenquimáti-
cas, tecido cambial e periderme podem ser formadas 
durante a calogênese (Narayanaswamy, 1977). Fre-
qüentemente um calo é formado a partir de explante 
de raízes ou de caule. Embora, maior ênfase tenha 
sido dada para tecidos de angiospermas, a formação 
de calos tem sido observada também em Gimnos-
permas e Pteridófitas (Yeoman & Macleod, 1977).

Através de injúrias mecânicas, calos podem ser 
produzidos por tecidos de plantas contaminados por 
certos microrganismos (Braun, 1954). Ao utilizar 
a técnica de cultura de tecido, a formação de calos 
pode ser induzida em vários tecidos ou órgãos de 
plantas que não são usualmente responsáveis pelo 
desenvolvimento de calos (Street, 1969).

Em geral, o crescimento de calo envolve uma 
complexa relação entre o material utilizado como 
explante, a composição do meio e a condição pro-
pícia para simular o ambiente natural das plantas 
durante o período de incubação. O estabelecimento 
dos calos a partir dos explantes pode ser dividido 
em três fases: indução, divisão celular e diferencia-
ção. Durante a fase de iniciação o metabolismo é es-
timulado e as células se preparam para a divisão. O 
tempo de duração desta fase depende principalmen-
te do estado fisiológico do explante, assim como da 
condição do meio de cultura. Na seqüência, existe 
uma fase de ativação da divisão celular, na qual o 
explante celular é revertido para um estágio meris-
temático. A terceira fase envolve o aparecimento da 
diferenciação celular e a expressão da trajetória de 
metabólitos para a formação de produtos secundá-
rios (Aitchison, 1977). Certos aspectos da acumu-
lação de produtos secundários como resposta da 
diferenciação da cultura de calos têm sido revisados 
(Yeoman et al., 1982). 

Alguns calos são fortemente lignificados e pas-
sam a apresentar uma textura mais rígida, fazendo 
com que estes sejam “quebrados” com maior faci-
lidade em pequenos fragmentos. Quando são facil-
mente separados são denominados calos friáveis. 
Podem apresentar colorações amareladas, brancas, 

verdes ou pigmentadas com antocianina, essa pig-
mentação pode ser uniforme em toda a extensão do 
calo, ou algumas regiões podem permanecer sem 
pigmento (Dodds & Roberts, 1985).

Um dos grandes problemas que envolvem a cul-
tura de calos é a oxidação, principalmente quando se 
trabalha com espécies lenhosas. Entretanto, várias 
substâncias podem ser usadas como antioxidante. O 
PVP, por exemplo, é uma poliamida utilizada em 
cromatografia de separação de ácidos aromáticos, 
aldeídos e fenóis pela sua função adsorvente por 
meio de ligações de ponte de hidrogênio, o que pre-
vine a oxidação e a polimerização, além de adsorver 
os produtos da oxidação fenólica (Teixeira, 2001). 
Para prevenir a oxidação em explantes de oliveira, 
Rugini (1990) adicionou 200 mg/L de glutationa re-
duzida. Visando inibir a oxidação fenólica, Söndahl 
& Sharp (1977) adicionaram 10 a 50 mg/L de ciste-
ína-HCl ao meio de cultura. Um outro antioxidante 
utilizado com menor freqüência é o ditiotreitol (Ziv 
& Halevy, 1983).

Essa oxidação é observada pelo escurecimento 
que pode ocorrer antes mesmo dos calos serem for-
mados, ainda na fase de explantes quando os tecidos 
são lesados, tornando-se um sério problema. Para 
reduzir o escurecimento, diversas técnicas são uti-
lizadas durante o preparo do explante e do meio de 
cultura bem como na fase de incubação. Segundo 
Pasqual et al., (1997), a oxidação é menos severa em 
meio diluído do que em um outro com alta concen-
tração de sais, como o meio MS. Substâncias antio-
xidantes, como o ácido cítrico e o ácido ascórbico, 
são também utilizadas para reduzir a oxidação em 
cultura in vitro. As substâncias antioxidantes agem 
pela remoção do oxigênio de outras moléculas (var-
redor de peróxido de hidrogênio) e também atuam 
por mecanismos alternativos. Provavelmente, o áci-
do cítrico atua como um agente quelante, retendo 
íons de metal, que são necessários para ativar enzi-
mas oxidativas (Pasqual et al., 1997). 

Para prevenir a ação polifenólica em Musa 
AAB., Utino et al., (2001) adicionaram ácido cítri-
co, ácido ascórbico e carvão ativado, separadamen-
te, ao meio. Dentre estes, o ácido ascórbico tem sido 
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o mais utilizado (Vuylsteke & De Langhe, 1985; 
Gupta, 1986; Lameira, 1987; Souza & Gonçalves, 
1996). Gupta (1986) verificou que o ácido ascórbico 
foi mais efetivo do que o ácido cítrico e o carvão 
ativado, na concentração de 25 mg/L. O escureci-
mento de explantes é mais visível em meio sólido, 
pois as substâncias fenólicas exudadas para o meio 
acumulam-se ao redor do explante.

Assim, a técnica eficiente para evitar o escure-
cimento dos tecidos é transferir os explantes, fre-
qüentemente, para um novo meio. O intervalo entre 
transferências deve ser ajustado de acordo com o 
grau de oxidação, pois o escurecimento é particu-
larmente mais intenso na fase inicial do estabeleci-
mento e decresce com o tempo (Pasqual et al., 1997; 
Vuylsteke, 1989), porém pode levar tanto o explante 
como o calo à morte.

Landa et al., (2000) inocularam explantes folia-
res de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) tan-
to na presença quanto na ausência de luz e observa-
ram que a formação de calos na presença de luz foi 
melhor que no escuro inicialmente, porém a partir 
do vigésimo dia de inoculação o desenvolvimento 
dos calos cultivados no escuro foi melhor até a ava-
liação final aos 60 dias. Porém, com intuito de obter 
a biotransformação de substâncias fenólicas a partir 
de células em suspensão de Catharanthus roseus, 
Shimoda et al., (2002), fizeram a indução de calos 
na presença de luz.

Para Copaifera sp, a formação de calos apresen-
tou respostas em total ausência de luz num período 
de 45 dias (Oliveira et al., 2001). Já a espécie Fra-
garia sp teve seus explantes inoculados ao meio de 
indução de calos em um fotoperíodo de 16h (Flores 
et al., 1998).

A produção de metabólitos secundários de in-
teresse comercial a partir de culturas bacterianas 
influenciou na cultura de células em suspensão, a 
partir de regiões das plantas onde esses metabólitos 
são produzidos (Berlin, 1988; Sakuta & Komamine, 
1987). Embora esse trabalho tenha sido bem sucedi-
do, existem muitos insucessos na produção de pro-
dutos secundários (Berlin, 1988). A principal razão 
para estes insucessos é a falta de conhecimento so-

bre os mecanismos reguladores da formação de me-
tabólitos secundários (Sakuta & Komamine, 1987).

Quando a estabilidade genética é alcançada, é 
necessário abrigar as diferentes linhas de calos de 
acordo com as suas respostas para prover uma efi-
ciente produção de metabólito. Portanto, cada calo 
deve ser analisado separadamente pela sua veloci-
dade de crescimento assim como as concentrações 
dos metabólitos intra e extracelulares. Isso permite 
uma avaliação da produtividade de cada célula, logo 
somente as melhores serão levadas para a etapa de 
célula em suspensão (Bourgaud, et al., 2001).

Comparado ao crescimento cinético da célula, o 
qual é usualmente uma curva exponencial, muitos 
metabólitos secundários são produzidos durante a 
fase de platô. Esta falta de produção durante os es-
tágios anteriores pode ser explicada pela alocação 
do carbono principalmente distribuído pelo metabo-
lismo primário (construção das estruturas da célula 
e respiração) quando o crescimento é muito ativo. 
Por outro lado, quando o crescimento pára, o car-
bono não é mais requerido em grandes quantidades 
para o metabolismo primário e as substâncias es-
peciais são mais ativamente sintetizadas. Isto pode 
ser freqüentemente observado em novas atividades 
enzimáticas, aparecendo durante a fase de platô. 
Isto tem levado muitos autores a explicar a possí-
vel diferenciação bioquímica das células quando a 
fase de crescimento termina (Payne et al., 1991). No 
entanto, alguns produtos secundários são conheci-
dos por ter um crescimento associado com células 
indiferenciadas, como é o caso das betalaínas e dos 
carotenóides.

Células em suspensão constituem um bom mate-
rial biológico para o estudo das vias biossintéticas. 
Realmente, comparado com culturas de calos, a sus-
pensão permite a recuperação de grandes quantida-
des de células a partir de enzimas que podem ser 
mais facilmente isoladas (Dougall, 1981). Muitas 
estratégias podem ser usadas para aumentar a pro-
dução de metabólitos secundários, mas a elicitação 
é usualmente uma das mais sucedidas: consiste em 
aplicar estresse físico ou químico na cultura de cé-
lula em suspensão que dará início a produção de 
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metabólitos secundários que não são produzidos 
normalmente. Isto é feito com ativadores bióticos 
(micélio de fungo patogênico, vários extratos de 
proteínas, entre outros) ou abióticos (temperatura, 
luz UV, metais pesados, pH, etc.) (Bourgaud, et al., 
2001).

A suspensão celular vegetal tem sido também 
adotada como uma ferramenta no estudo da fisiolo-
gia de todos os tipos de outros processos celulares, 
por exemplo, divisão celular, respiração (Snape, et 
al., 1989; Hoefnagel, et al., 1993), sinalização hor-
monal (Leguay & Guern, 1975; Nishinari & Ya-
maki, 1976), armazenamento (Vogel & Brodelius, 
1984), e transporte (Deus-Neuman & Zenk, 1986; 
Wink & Mende, 1987; Blom, et al., 1991).

Após serem formados, os calos são transferidos 
para o meio MS líquido (Murashige & Skoog, 1962) 
para iniciação de cultura em suspensão. Segundo 
Simola, et al., (1992), não é necessário adicionar ni-
trogênio orgânico ao meio líquido, e o pH tem que 
ser ajustado para 5,6 antes do meio ser autoclavado 
apresentando bons resultados.

Durante o processo de células em suspensão, os 
metabólitos primários e secundários são formados 
e muitas vezes são excretados ao meio de cresci-
mento. Essa técnica permite o desenvolvimento de 
experimentos in vitro para sanar algumas questões 
relacionadas ao sistema de polimerização das ligni-
nas e a participação das proteínas estruturais neste 
processo.

Independentemente da espécie a ser utilizada, é 
essencial que as células da suspensão se dividam e 
se multipliquem ativamente. A divisão celular é um 
componente do ciclo celular, e possui as seguintes 
fases: G1, S, G2, M e citocinese (Street & Opik, 
1970).

Este processo é utilizado para a obtenção e proli-
feração de células em meio líquido, sob condição de 
agitação contínua, para evitar possíveis gradientes 
nutricionais e gasosos no meio de cultura, além de 
ser uma técnica eficiente de multiplicação rápida. 
As suspensões celulares têm uma grande aplicação 
para os estudos de bioquímica, genética, citologia, 
fisiologia vegetal e fitopatologia, também sendo um 
tipo de cultivo empregado na produção de metabóli-

tos secundários ou material clonal em escala comer-
cial pela utilização de biorreatores (Pereira & Melo, 
2004).

Inicialmente, considerava-se que células não di-
ferenciadas como cultura de calos ou de células em 
suspensão, não eram eficazes para o estudo de qual-
quer tipo de metabólito secundário (Krikorian & 
Steward, 1969). No entanto, Zenk (1991) demons-
trou que essa teoria estava errada, ao observar que 
cultura de células de Morinda citrifolia produziu 2,5 
g de antraquinona por litro de meio de cultura. 

A cultura de células em suspensão também tem 
sido usada não só para produção ou estudo de me-
tabólitos secundários, mas também para estudos de 
resistência a bactérias em determinadas culturas, 
como é o caso de Gossipium hirsutum L. (Kobayashi 
& Vieira, 2000).

 Para o estudo de embriogênese somática de Cym-
bopogon martinii a partir de células em suspensão, 
a concentração de 13,6 μM de 2,4-D foi eficiente 
(Patnaik et al., 1997). Para induzir resistência a bac-
térias em Gossipium hirsutum L., a concentração de 
0,5 mg/L de 2,4-D resultou em boas respostas. No 
entanto, para regeneração in vitro de Arachis villo-
sulicarpa Hoehne, o meio líquido para suspensão 
foi suplementado com 1,0 mg/L de BAP (6-benzila-
minopurina) (Mansur et al., 1993).

A ausência de luz em cultura de células em sus-
pensão de Saccharum sp. visando a regeneração de 
plantas para estudos histológicos foi também estu-
dada (Falco et al., 1996).

Culturas em suspensão obtidas de calos subcul-
turados mostraram as mesmas características na 
produção de pigmentos que indicavam metabólitos 
secundários, como a betalaína, tendo a cultura em 
suspensão mantido suas propriedades por mais de 5 
anos (Akita et al., 2000). Para a produção de bisfe-
nol A (produto largamente usado para a produção de 
plásticos, poliéster, entre outros) a partir de células 
em suspensão de Eucalyptus perriniana, não foram 
mencionadas subculturas das células em suspensão 
(Hamada et al., 2002). No entanto, para a análise 
das respostas de Mentha em diferentes concentra-
ções de 2,4-D, foram feitas subculturas a cada duas 
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semanas (YANG et al., 1999).
Segundo Falco et al., (1996), trabalhando com 

cana de açúcar, o período de três meses foi de uma 
forma geral, adequado para obter uma completa re-
generação desta planta, em suspensão.
Tabata (1977) tem mencionado que metabólitos 
secundários em culturas de células vegetais foram 
acumulados durante a fase estacionária em muitos 
casos. 

O uso de 2,4-D para a produção de substâncias 
fenólicas a partir de células em suspensão também 
foi citado com eficiência na resposta que esta auxi-
na provoca em Mentha na descrição do processo de 
crescimento da célula (Yang et al., 1999).

Para a detecção da produção ou não de uma de-
terminada substância produzida pela cultura de cé-
lulas em suspensão, muitas análises devem ser reali-
zadas, como ressonância magnética de 13C ou de 1H, 
que foram usados para caracterizar substâncias de-
rivadas de lignina produzidas em cultura (Eberhardt 
et al., 1993).
 
Lignificação e células em suspensão

O estudo do processo de lignificação através de 
cultura de calos e de células em suspensão pode 
estar relacionado a vários objetivos diferentes, um 
deles é a caracterização in situ da lignina de uma de-
terminada espécie, como em Pinus taeda (Eberhardt 
et al., 1993).

Moller et al., (2006) utilizaram a técnica de sus-
pensão celular para observar os aspectos enzimáti-
cos e topoquímicos da lignificação.

Pesquisas sobre lignificação através da cultura 
de células em suspensão foi usado por Kärkönen et 
al., (2002) para mensurar a atividade de um número 
de enzimas relacionadas ao processo de formação 
da lignina, pois a cultura de células é um modelo 
atrativo para a estudar o processo de lignificação, 
por se tratar de um processo em que as células ficam 
soltas umas das outras no meio de cultura líquido.

A utilização de alguns fitorreguladores tem sido 
muito associada ao estudo da lignificação, como é 
o caso do 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético) e 
do BA (6-benziladenina) no meio de cultura para 

suspensão celular pelos efeitos destes hormônios 
na lignificação, os quais permitem que as células 
se formem em grandes agregados influenciando na 
formação da lignina (Kuboi & Yamada, 1978).

A lignificação também pode ser induzida em cul-
turas de células pela combinação do ANA (ácido α-
naftalenoacético) com o BAP (benzilaminopurina), 
sendo este sistema utilizado para investigar a rela-
ção entre atividades enzimáticas e a lignificação. 
Em cultura de células de Petroselinum hortense e 
de Triticum aestivum a atividade enzimática coin-
cidiu com a lignificação, sendo possível observar a 
presença desse tipo de enzimas em todas as culturas 
de células lignificadas (Hosel et al., 1982).

Muitas pesquisas têm sido realizadas sobre a li-
mitação da digestibilidade e a utilização de forra-
geiras devido às características da parede celular e 
os efeitos causados pela composição da lignina nos 
ruminantes. A partir deste fato, surgiu a idéia de al-
terar a estrutura da lignina por manipulações na via 
biossintética da mesma e com isso modificando a 
digestabilidade da parede celular. Essas alterações 
poderão ser realizadas através de técnicas de sus-
pensões celulares para influenciar no processo de 
lignificação e com isso alterar as enzimas que estão 
associadas à formação da parede celular (RALPH 
et al., 2005).

Algumas substâncias são utilizadas para promo-
ver o processo de lignificação no meio de cultura, 
como é caso dos dilignóis que promoveram a ligni-
ficação nos traqueídeos de Zinnia, na qual a biossín-
tese de monolignol foi bloqueada por um inibidor 
da fenilalanina amônio liase (FAL), sugerindo que 
os dilignóis podem atuar diretamente na polimeriza-
ção da lignina (TOKUNAGA et al., 2005).

Considerações Finais

As técnicas que a biotecnologia oferece, como 
a calogênese e a suspensão celular, permitem abrir 
novas portas sobre o estudo do processo de lignifi-
cação possibilitando um conhecimento mais apro-
fundado do processo.

A auxina sintética 2.4-D apresenta uma impor-
tância muito relevante, pois é capaz de atuar na rota 
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biossintética da lignina impedindo a formação desta 
e por isso é muito utilizada nos meios de cultura em 
que se visa estudar o processo de lignificação de di-
ferentes espécies. O estudo sobre lignificação ainda 
é um campo aberto, e a biotecnologia a ferramenta 
mais indicada para dirimir dúvidas relacionadas à 
biossíntese, o controle da polimerização e as expe-
riências genéticas que modificam as atividades de 
enzimas envolvidas no processo de lignificação. 
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