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APRESENTAÇÃO

O setor de floricultura no Brasil vem crescendo com o passar dos anos, 
estando o país entre os 15 maiores produtores de flores mundiais. Este crescimento 
de produção está associado ao aumento da qualidade e durabilidade das flores 
produzidas, atribuindo uma maior satisfação aos consumidores. Sendo assim um 
mercado promissor para o agronegócio.

Entretanto, esse ramo da agricultura apresenta diversos desafios, dentre eles 
mão-de-obra capacitada, tecnologias aplicadas, clima e mercado. Diante dessas 
problemáticas, é necessário cada vez mais pesquisas voltadas para o crescimento 
da produção e comercialização de flores e plantas ornamentais dentro do território 
brasileiro, priorizando a qualidade do produto final.

 A obra “Floricultura, Plantas Ornamentais e Cultura de Tecidos de Plantas” 
apresenta trabalhos que visam agregar conhecimentos através de informações 
técnicas sobre propagação, cultivos e comercialização de flores e ornamentais. 
Ressaltando a importância da pesquisa voltada para a propagação das culturas, 
práticas de manejos e tecnologias adequadas.

Os conteúdos presentes nos 13 capítulos da obra têm por objetivo proporcionar 
ao leitor um vasto aprendizado sobre uma temática pertinente para o agronegócio 
brasileiro, visando um conhecimento sobre pesquisas que contribuem com melhorias 
para o desenvolvimento e crescimento deste setor. Desejamos uma ótima leitura.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Analya Roberta Fernandes Oliveira
Francisca Gislene Albano-Machado
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INDUÇÃO DE CALOS EM SEGMENTOS NODAIS DE 
Leucaena leucocephala (FABACEAE) E AVALIAÇÃO DOS 

TEORES DE FENÓIS E FLAVONÓIDES TOTAIS
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RESUMO: A cultura de calos é uma técnica de 
cultivo que possibilita a obtenção de compostos 
bioativos in vitro. Este estudo teve como 
objetivos induzir calos em segmentos nodais de 
Leucaena leucocephala, estabelecer a curva 
de crescimento de calos e avaliar os teores de 
fenóis e flavonoides totais. Explantes nodais 
foram colocados em meio WPM 50%, acrescido 
de diferentes concentrações de 2,4-D e BAP. O 
material foi incubado na presença e ausência 
de luz e após 30 dias foram avaliados a cor e 
consistência dos calos, matéria fresca e seca 
e teores de fenóis e flavonoides totais. A curva 
de crescimento de calos foi estabelecida pela 

inoculação de novos segmentos nodais em 
meio WPM 50% acrescido de 18,10 µM de 2,4-
D, na ausência de luz. Observou-se entre 95% a 
100% de indução de calos independente do tipo 
e concentração dos reguladores de crescimento 
utilizados, na presença ou ausência de luz. Os 
calos apresentaram coloração branca, verde e 
marrom e foram predominantemente friáveis. 
Em geral, calos induzidos com 2,4-D e luz 
apresentaram maior acúmulo de biomassa. 
Calos induzidos na presença de 9,04 e 18,10 
μM de 2,4-D na presença de luz e 8,88 μM 
de BAP, na ausência de luz apresentaram 
os maiores teores de fenóis totais e aqueles 
induzidos na presença de 17,75 μM de BAP, 
na ausência de luz apresentaram os maiores 
teores de flavonoides totais. A curva de 
crescimento de calos apresentou um padrão 
sigmoidal com quatro fases distintas: fase lag 
(0-28 dias), fase exponencial (29-63 dias), 
linear (64-84 dias) e estacionária (85-133 dias). 
Não foi detectada a fase de declínio. Maiores 
teores de fenóis e flavonóides totais foram 
observados no explante inicial e durante a fase 
lag. Estes resultados demonstram o potencial 
biotecnológico dos calos de L. leucocephala 
e indicam a possibilidade da conservação da 
espécie.
PALAVRAS-CHAVE: Cerrado, planta 
medicinal, cultivo in vitro, calos, compostos 
fenólicos.
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CALLUS INDUCTION IN NODAL SEGMENTS OF Leucaena leucocephala 
(FABACEAE) AND ASSESSMENT OF TOTAL PHENOL AND FLAVONOIDS 

CONTENTS

ABSTRACT: Callus culture is an culture technique that enables the in vitro production 
of bioactive compounds. The aim of this study was to induce callus in nodal segments 
of Leucaena leucocephala, to establish the callus growth curve and to evaluate total 
phenol and  flavonoids contents. Nodal explants were placed on 50% WPM médium 
added with different concentrations of 2,4-D and BAP. The explants were incubated in 
the presence and absence of light and after 30 days, the callus color and consistency, 
fresh and dry matter and phenol and total flavonoid contents were evaluated. The callus 
growth curve was established from  new nodal segments placed on 50% WPM médium 
added with 18.10 μM 2,4-D, in the absence of light. Between 95% and 100% callus 
induction was observed, regardless of the type and concentration of growth regulators 
used, in the presence or absence of light. The calli showed white, green and brown color 
and it was predominantly friable. In general, callus induced with 2,4-D and light showed 
higher fresh and dry matter. Callus induced in the presence of 9.04 and 18.10 μM 2,4-D 
in the presence of light and 8.88 μM BAP in the absence of light had the highest total 
phenol contents and those induced in the presence of 17. 75 μM BAP, in the absence 
of light showed the highest total flavonoids content. The callus growth curve presented 
a sigmoidal pattern with four distinct phases: lag (0-28 days), exponential (29-63 
days), linear (64-84 days) and stationary (85-133 days). No decline phase detected. 
Higher total phenols and flavonoids contentes were observed in the initial explant and 
during the lag phase. These results demonstrate the biotechnological potential of L. 
leucocephala callus and indicate the possibility of the species conservation.
KEYWORDS: Brazilian Cerrado, medicinal plant, in vitro culture, callus, phenolic 
compounds.

1 | 	INTRODUÇÃO

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (Fabaceae) foi introduzida inicialmente 
no Brasil para arborização urbana e recuperação de áreas degradadas, devido à sua 
relação simbiótica com bactérias fixadoras de nitrogênio, melhorando a fertilidade 
dos solos (OLIVEIRA, 2008; COSTA; DURIGAN, 2010). Na medicina tradicional é 
utilizada para doenças estomacais, como anticoagulante e para tratamento alternativo 
e complementar da Diabetes (CHOWTIVANNAKUL et al., 2016; OLIVA et al., 2000). 
Segundo Almeida et al. (2006), suas atividades medicinais estão associadas à 
presença de galactomananas, polissacarídeos sulfatados e compostos de natureza 
fenólica. Fatores como plasticidade e tolerância a ambientes extremos, além de 
dormência tegumentar apresentada pelas sementes tornam L. leucocephala propícia 
para o cultivo in vitro (FONSECA; JACOBI, 2011). A cultura de células e tecidos 
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de plantas é uma ferramenta biotecnológica que pode ser utilizada para promover 
a preservação e propagação de espécies vegetais de difícil cultivo e minimizar o 
extrativismo predatório (PINHAL et al., 2011).

A cultura de tecidos é uma técnica de crescimento de células, tecidos e órgãos 
em um meio nutritivo artificial, isolado da planta mãe. O cultivo in vitro pode minimizar 
os efeitos da variação de fatores ambientais bióticos e abióticos, assim como se pode 
conseguir um maior controle sobre as condições de temperatura, luz e nutrientes. 
Como resultado, a produção de compostos de valor econômico torna-se mais viável. 
A propagação de plantas por meio de cultura de tecidos, baseia-se no princípio da 
totipotência, o qual considera que cada célula vegetal tem o potencial para regenerar 
uma planta inteira. Assim, este princípio pode ser aplicado na regeneração de plantas, 
a partir de culturas celulares e de tecidos (GEORGE, 2008).

Segundo Fumagali et al. (2008), dentre as técnicas de cultivo in vitro, a cultura 
de calos pode resolver alguns problemas relacionados à utilização de plantas para 
obtenção de metabólitos bioativos (princípios ativos). Calos são tecidos que podem 
apresentar diferenciação parcial, constituídos por uma massa de células irregulares, 
que se multiplicam desordenadamente, em resposta a injúrias químicas ou físicas e 
que possuem a capacidade de se diferenciarem em tecidos e órgãos (SMITH, 2012). 
Para a obtenção dos calos é necessário determinar o meio de cultura adequado 
para a inoculação e manutenção destes tecidos. A otimização do meio de cultivo é 
realizada modificando-se a composição mineral e orgânica com atenção especial 
para o balanço de reguladores de crescimento (auxina/citocinina) que governam 
os mecanismos de diferenciação e desdiferenciação celular (GEORGE, 2008). A 
adição de reguladores de crescimento tem como objetivo principal suprir as possíveis 
deficiências dos teores endógenos de hormônios nos explantes que se encontram 
isolados das regiões produtoras na planta-matriz (FUMAGALI et al., 2008). 

Durante a calogênese é importante se estabelecer a curva de crescimento de 
calos, o que propicia a identificação das fases distintas de crescimento da espécie. 
A partir deste estudo, pode-se determinar o momento exato de repicagem dos calos 
para um meio fresco ou a possibilidade de sua utilização em suspensões celulares, 
visando a produção de metabólitos bioativos (SMITH, 2012). 

Até o presente momento, não foram encontrados relatos na literatura sobre a 
indução de calos em segmentos nodais e avaliação de compostos fenólicos em L. 
leucocephala, fato este que estimulou a escolha da espécie para o presente estudo.

2 | 	OBJETIVOS

Desenvolver um protocolo eficiente para indução de calos em L. leucocephala 
empregando-se segmentos nodais e avaliar os teores de fenóis e flavonoides totais, 
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visando futura obtenção de suspensões celulares. 

3 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Material vegetal

Amostras do material vegetal foram coletadas e herborizadas. As exsicatas 
foram identificadas pela Dra. Andréia Fonseca Silva e depositadas no Herbário 
PAMG/EPAMIG sob o número de registro PAMG 58034. 

As sementes foram coletadas em julho de 2016, em área de formação campestre 
com fisionomia de Cerrado sensu stricto, localizada no município de Divinópolis, 
situado na região centro-oeste do Estado de Minas Gerais, a 712m de altitude, 
20º10’45,9”S de latitude e longitude 44º55’07,2”W GRW. A coleta foi registrada 
junto ao SISBIO sob no 24542-7 e o trabalho foi cadastrado na Plataforma SISGEN 
(Cadastro nº A88527D).

3.2 Germinação in vitro 

Os segmentos nodais utilizados como fonte de explante para indução dos 
calos foram obtidos a partir de plântulas de L. leucocephala com 30 dias de idade, 
provenientes de sementes germinadas in vitro, em meio WPM (LLOYD e MCCOWN, 
1981), com 50%da concentração de sais. Antes da inoculação, as sementes foram 
desinfestadas com NaOCl 25% por 20 minutos e lavadas em água autoclavada por 
cinco vezes. A seguir, as sementes foram excisadas e inoculadas em tubos contendo 
15 mL de meio WPM 50%, suplementado com 30g L-1 de sacarose, solidificados 
com 7 g L-1 de ágar. O pH foi ajustado para 5,7 ± 0,1 antes da autoclavagem. As 
sementes foram transferidas para sala de crescimento a 27±1°C, fotoperíodo de 16 
horas e radiação de 45 µmol m-2 s-1 e monitoradas semanalmente para verificação 
de oxidação, contaminação do meio e dos explantes e percentagem de sementes 
germinadas. 

3.3 Indução de calos

Segmentos nodais foram inoculados em meio WPM com 50% de sais, 
suplementado com 30 g L-1 de sacarose e acrescidos dos reguladores de 
crescimento 2,4-D (0; 4,52; 9,05; 18,10 µM) e BAP (0; 4,44; 8,88; 17,75µM). Os 
meios foram solidificados com 7 g L-1 de ágar e o pH foi ajustado para 5,7 ± 0,1, 
antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm de pressão, por 20 minutos. Os explantes 
foram transferidos para sala de crescimento, nas mesmas condições descritas 
anteriormente. Diariamente foram monitoradas a taxa de oxidação e contaminação 
dos explantes e aos 54 dias foram avaliadas a porcentagem de indução de calos, 
cor, consistência, a matéria seca e fresca dos calos e teores de fenóis e flavonoides 
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totais. 
O delineamento empregado foi inteiramente casualizado, constituído por 

diferentes concentrações de 2,4-D e BAP, ausência e presença de luz e 20 repetições, 
em um total de 280 parcelas. 

3.4 Preparo de extrato hidroetanólico

Aproximadamente 200 mg de calos secos foram submetidos por três vezes à 
extração com 10 mL de etanol 70%, sob maceração e agitação constante em aparelho 
ultrassom, durante 30 minutos, segundo metodologia descrita na Farmacopeia 
Brasileira IV (BRASIL, 1988). Após, os extratos foram filtrados, reunidos e secos em 
estufa à 40°C. Para os doseamentos, os extratos secos foram ressuspendidos em 
etanol 70%.

3.5 Teores fenóis totais

Os teores de fenóis totais foram determinados por meio do método de Folin-
Ciocalteu, segundo Pastrana-Bonilla et al. (2003), a partir da construção de uma 
curva de calibração, empregando-se como padrão, uma solução de ácido gálico 
100 mg L-1. As determinações foram feitas em triplicata e o resultado expresso em 
microgramas de equivalentes de ácido gálico, por miligrama de extrato seco (µg 
EqAG mg-1 EB).

3.6 Teores de flavonoides totais

Os teores de flavonoides totais foram determinados pelo método do cloreto de 
alumínio, segundo metodologia proposta por Stahl e Schild (1981), modificada por 
Woisky e Salatino (1998). Os teores de flavonoides totais foram calculados com base 
na construção da curva de calibração, empregando-se como padrão uma solução de 
rutina 100 µg mL-1. As determinações foram realizadas em triplicata e os resultados 
expressos em microgramas de equivalentes de rutina, por miligrama de extrato seco 
(µg EqR mg-1 EB).

3.7 Curva de crescimento dos calos

O estabelecimento da curva de crescimento de calos foi realizado a partir da 
inoculação de novos segmentos nodais em meio WPM 50%, suplementado com 30 
g L-1 de sacarose e acrescido de 18,10µM de 2,4-D. Os meios foram solidificados 
com ágar, na proporção de 7 g L-1 e o pH ajustado para 5,7 ± 0,1. Os explantes foram 
transferidos para sala de crescimento e incubados na ausência de luz, à temperatura 
de 25±1°C. A cada 7 (sete) dias, amostras constituídas por 15 calos foram coletadas 
e monitoradas, por meio da determinação da matéria fresca e seca. A seleção das 
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amostras foi realizada de forma aleatória, através do sorteio dos tubos a cada dia 
de avaliação. Os teores de fenóis e fl avonoides totais também foram avaliados. O 
delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado.

3.8 Análises estatísticas

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e analisados 
estatisticamente utilizando-se o Sistema de Análise de Variância para Dados 
Balanceados empregando-se o software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011). Utilizou-se 
o Teste de Scoott-Knott (1974), ao nível de 5% de probabilidade, para comparação 
dos contrastes entre médias dos tratamentos.

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Indução de calos e avaliação dos fenóis e fl avonoides totais

A indução de calos ocorreu na presença de diferentes concentrações de 2,4-D 
e BAP, na ausência e presença de luz. Em meios contendo BAP a indução iniciou-
se a partir do 9° dia após inoculação e em 2,4-D, a partir do 14º dia. Em ambos os 
tratamentos se observou uma porcentagem de indução de 95 %. 

Os calos apresentaram colorações que variaram entre verde, marrom e branco, 
sendo aqueles induzidos em ausência de luz, principalmente em meios com BAP, 
com baixos valores de matéria fresca e seca (Figura 1, Tabela 1). 

Na presença de luz, predominaram calos friáveis marrons e verdes e na 
ausência de luz obteve-se calos friáveis, com coloração branca e regiões marrons 
(Figura 1). A coloração esverdeada, na presença de luz, pode ser explicada pela 
presença de clorofi la, cuja síntese é infl uenciada pela luz (FUKUDA et al., 2008). A 
infl uência da luz na indução de calos também foi relatada para Pyrostegia venusta
(Bignoniaceae), onde calos friáveis foram obtidos na ausência de luz (COIMBRA et 
al., 2017). Segundo Mustafa et al. (2011) e Souza et al. (2011), os calos friáveis são 
caracterizados por células isodiamétricas, com alta frequência de divisões celulares 
e são ideais para o estabelecimento de suspensões celulares.

Figura 1. Aspecto geral dos calos produzidos nos diferentes tratamentos. P = presença de luz; 
D = ausência de luz (0= ausência de regulador de crescimento; 1= 4,52; 2= 9,05; 3= 18,10 µM 
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de 2,4-D e 4= 4,44; 5= 8,88; 6= 17,75 µM de BAP).

Tratamento Regulador de 
Crescimento

Presença de luz

MF* (g) MS* (g) Consistência Coloração

1 4,52 µM 2,4-D 0,49 ± 
0,17

0,07 ± 
0,16 F VERDE

2 9,05 µM 2,4-D 0,57 ± 
0,12

0,08 ± 
0,02 F VERDE

3 18,10 µM 2,4-D 0,68 ± 
0,15

0,09 ± 
0,02 F VERDE/MARROM

4 4,44 µM BAP 0,60 ± 
0,29

0,08 
±0,04 F VERDE/MARROM

5 8,88 µM BAP 0,81 ± 
0,26

0,10 ± 
0,03 F VERDE/MARROM

6 17,75 µM BAP 0,88 ± 
0,19

0,10 ± 
0,02 F MARROM

Tratamento Regulador de 
Crescimento

Ausência de luz

MF* (g) MS* (g) Consistência Coloração

1 4,52 µM 2,4-D 0,31 ± 
0,11

0,04 ± 
0,01 C BRANCO

2 9,05 µM 2,4-D 0,47 ± 
0,10

0,06 ± 
0,01 C/F BRANCO/

MARROM

3 18,10 µM 2,4-D 0,46 ± 
0,13

0,05 ± 
0,02 F BRANCO/

MARROM

4 4,44 µM BAP 0,12 ± 
0,07

0,02 ± 
0,01 C/F BRANCO/

MARROM

5 8,88 µM BAP 0,16 ± 
0,09

0,02 ± 
0,01 C/F BRANCO

6 17,75 µM BAP 0,28 ± 
0,09

0,04 ± 
0,01 F BRANCO/

MARROM

Tabela 1. Matéria fresca (MF) e matéria seca (MS), consistência e coloração dos calos 
induzidos a partir de explantes nodais de L. leucocephala. F= friável; C= compacto. *Média ± 

desvio padrão.

Na ausência de luz, calos induzidos na presença de 2,4-D apresentaram 
maiores teores de fenóis totais (Figura 2A).

Figura 2. Teores de fenóis (A) e fl avonoides (B) totais em calos de Leucaena leucocephala. 0= 
sem regulador de crescimento; 1= 4,52; 2= 9,05; 3= 18,10 µM de 2,4-D e 4= 4,44; 5= 8,88; 6= 

17,75 µM de BAP.
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Elevados valores de metabolitos secundários, foram relatados por Nunes et al. 
(2016), em seu estudo sobre a Leucaena leucocephala. Esses autores demonstraram 
uma correlação direta entre a quantidade de compostos fenólicos e a atividade 
antioxidante. Calos induzidos na ausência de luz, em diferentes concentrações de 
2,4-D e BAP apresentaram rendimentos significativamente superiores de flavonoides 
totais, aos encontrados na presença de luz, com destaque o tratamento com 17,75µM 
de BAP (Figura 2B). O explante inicial, na ausência e presença de luz, apresentou os 
menores teores de flavonoides como demostrado na Figura 2B.

Em Heliotropium indicum, Kumar et al. (2014) observaram calos induzidos com 
2,4-D com menor quantidade de fenóis e flavonoides em relação àqueles induzidos 
em meios suplementados com BAP e ANA. Duangporn e Siripong (2009) observaram 
um acúmulo de metabolitos secundários em calos de Phyllanthus acidus, quando o 
meio foi suplementado com BAP, na presença de luz. Segundo Jamwal et al. (2017), 
o conteúdo de flavonoides aumenta com a introdução de reguladores de crescimento 
em vários tipos de culturas.

	 Levando em consideração o conjunto de resultados avaliados, o tratamento 
que proporcionou altas quantidades de compostos fenólicos, elevados valores de 
biomassa e presença de calos friáveis foi o tratamento contendo 18,10 µM de 2,4-D, 
na ausência de luz.

4.2 Curva de crescimento de calos e avaliação dos teores de fenóis e flavonóides 
totais

A curva de crescimento de calos de L. leucocephala apresentou um padrão 
sigmoidal, com quatro fases distintas: fase lag (0-28 dias), fase exponencial (29-63 
dia), fase linear (64-84 dias) e fase estacionária (85-133 dias). Não foi detectada 
fase de declínio (Figura 3).

A fase lag foi observada até o 28º dia, corresponde ao estádio responsável 
por fornecer energia às células. A fase exponencial observada a partir do 29° 
dia, pela máxima divisão celular é considerada por Smith (2012), como a fase de 
intensa biossíntese do metabolismo secundário, visto o deslocamento da síntese de 
esqueletos de carbono da rota primária para a secundária. O crescimento dos calos 
chegou a fase linear entre o 64º ao 84º dia. A partir do 85º dia, os calos entraram na 
fase estacionária, onde o ganho de biomassa foi mínimo, em decorrência da redução 
de nutrientes para a divisão celular. Segundo Smith (2012), é o momento ideal para 
o repique dos calos, para evitar o acúmulo de substâncias tóxicas no meio de cultura 
e baixa proliferação celular. 
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Figura 3. Curva de crescimento de calos induzidos a partir de segmentos nodais de Leucaena 
leucocephala,em meio WPM com 18,10 µM de 2,4-D, na ausência de luz.

A curva de crescimento é essencial para o estabelecimento da fase de 
repicagem dos calos para um novo meio de cultura e viabiliza o estabelecimento 
de subcultivos de suspensões celulares para obtenção de compostos fenólicos 
(NOGUEIRA et al., 2008). A curva de crescimento para calos de Leucaena 
leucocephala apresentou um padrão semelhante ao de outras espécies medicinais 
de Cerrado como Stryphnodendron adstringens (CASTRO et al., 2008) e Byrsonima 
intermedia (NOGUEIRA et al., 2008).

Os  teores de fenóis e fl avonoides totais foram mais elevados no explante inicial 
e em calos com 7 dias de idade, reduzindo signifi cativamente na fase exponencial, e 
a partir da fase linear permaneceram praticamente constantes (Figura 4). Observou-
se uma relação inversamente proporcional entre o crescimento celular e o acúmulo 
de compostos fenólicos, corroborando com os estudos de Castro et al. (2008), para 
Stryphnodendron adstringens.
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Figura 4. Teores de fenóis (A) e fl avonoides (B) totais e matéria seca em calos induzidos em 
segmentos nodais de Leucaena leucocephala, inoculados em meio WPM suplementado com 

18,10 µM de 2,4-D.

A partir da fase exponencial, observa-se a predominância da biomassa sobre a 
produção dos compostos fenólicos, considerada por Nicioli et al. (2010), como uma 
relação inversamente proporcional, devido a menor viabilidade de precursores para 
o metabolismo secundário. O decréscimo de fenóis e fl avonoides totais ao longo da 
curva pode estar associado ao consumo de sacarose, durante o crescimento celular, 
sendo necessários subcultivos subsequentes para renovação da fonte de esqueletos 
de carbono e energia para a formação de metabólitos secundário (Naik et al., 2010).

5 |  CONCLUSÃO

Os resultados indicaram a possibilidade de obtenção de compostos fenólicos 
in vitro em calos de L. leucocephala, principalmente fl avonoides e a necessidade da 
conservação da espécie, devido ao seu potencial biotecnológico para produção de 
compostos de natureza fenólica.
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