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RESUMO

Sideroxylon obtusifolium é uma frutifera inserida na familia Sapotaceae e utilizada na medicina
popular de maneira etnofarmacoldgica. Este trabalho teve como objetivo o estabelecimento in vitro
e morfogénese da espécie conhecida popularmente por quixabeira. As sementes foram
desinfestadas em diferentes agentes quimicos por tempos variados. Posteriormente foi avaliado o
tempo de imersdo em hipoclorito de sddio. A fim de avaliar a composi¢do do meio para germinacao,
foram testados 0 MS % e WPM, com e sem adicdo de carvdo ativado. Avaliou-se também o efeito
do acido giberélico na germinagdo. Para morfogénese foram avaliadas a porcentagem de explante
responsivo a formacdo de broto e de calo sob efeito de BAP combinado com ANA em segmento
nodal e hipocotilo, e o efeito de BAP na formag&o de brotos em segmento apical. Determinou-se 0
teor de acucar redutor, acucar soltvel total, proteinas e aminoacidos, e foi realizada a triagem
fitoquimica em calos. Os resultados indicaram que o hipoclorito 2% durante 25 min é eficiente para
a assepsia das sementes. Para a germinacdo o meio mais adequado foi o WPM contendo carvao, e
ndo houve influéncia do &cido giberélico. Com a adigdo de 2 uM de BAP foi possivel a formagao
de brotos em segmento nodal. A formacéo de calos em segmento nodal foi observada utilizando 1
uM de ANA, e em hipocétilo com a combinagdo de 4 uM de BAP e 2 uM de ANA. A quantificacdo
bioquimica apresentou alto teor de acUcar sollvel total e a analise fitoquimica detectou a presenca
de alcaloide, cumarinas e saponinas.

Palavras chave: Estabelecimento in vitro. Organogénese. Calogénese. Lenhosas. Plantas
medicinais.



ABSTRACT

Sideroxylon obtusifolium is a fruit-bearing plant belonging to the Sapotaceae family and is
used in traditional medicine in an ethnopharmacological manner. This study aimed to establish
in vitro culture and morphogenesis of the species popularly known as quixabeira. The seeds
were disinfested using different chemical agents for varying durations. Subsequently, the
immersion time in sodium hypochlorite was evaluated. In order to assess the composition of
the germination medium, MS % and WPM were tested, with and without the addition of
activated charcoal. The effect of gibberellic acid on germination was also evaluated. For
morphogenesis, the percentage of explants responsive to shoot and callus formation under the
influence of BAP combined with NAA in nodal and hypocotyl segments was assessed, along
with the effect of BAP on shoot formation in apical segments. The content of reducing sugar,
total soluble sugar, proteins, and amino acids was determined, and phytochemical screening
was performed on callus tissues. The results indicated that 2% hypochlorite for 25 minutes is
effective for seed asepsis. The most suitable germination medium was WPM containing
charcoal, and gibberellic acid had no influence. The addition of 2 uM BAP enabled shoot
formation in nodal segments. Callus formation in nodal segments was observed using 1 uM
NAA, and in hypocotyls with the combination of 4 uM BAP and 2 uM NAA. Biochemical
quantification revealed a high content of total soluble sugar, and phytochemical analysis
detected the presence of alkaloids, coumarins, and saponins.

Keywords: In vitro establishment. Organogenesis. Callogenesis. Woody. Medicinal plants.



1

2

SUMARIO

INTRODUGAO ...t es s s s st nsanes 10
REFERENCIAL TEORICO ..ot snes st enens s 13
Y o 0] o= To T- o= Lo H SRS RUPOTRPR 15
2.4 MetabolisSmo primario € SECUNTANIO..........coouiiiiriiiiie e 20
MATERIAL E METODO.........coiiiiiiiieieiieisie et 23
3.1 Local de coleta e realizacao dos eXPErimENtOS...........ccceeveieerieiieeseeieereseesie e e 23
3.2 EStabelecimento IN VITIO ......ccooiiiieiie e 23
3.2.1 Desinfestacdo de sementes com diferentes agentes QUIMICOS ..........cccceveveerieiiennnnn 23
3.2.2 Desinfestacdo de sementes com diferentes tempos de imersdo em hipoclorito de
0o [ o SRR 24
3.2.3 Composicao do meio de cultura na germinacéo e crescimento inicial in vitro..... 25
3.2.4 Efeito do &cido giberélico na germinacao e crescimento inicial in vitro............... 26
3.2.5 ODbtengao de planta MAtrizZ...........cccoviiiiiiiiiee s 26
MORFOGENESE IN VITRO ..ottt tssenes st eneseas s 27
4.2  Efeito de BAP e ANA em segmento de hipocOtilo ............ccoeeveiiiiieiicccecccce 27
4.3  Efeito de BAP na indugéo de broto em segmento apical ...........cccccooeiiniiiiienenn. 27
4.4  CondicBes de CUItIVO IN VITFO .........cccooiuiiiiiicie e 28
4.5  ANALISE DIOQUIMICA.......coiiiiiieiee et 28
4.5.1 PreparaCao dO eXLrat0...........cccieiiieiuieiiieie e sie et este et e st sae e ra et esreeaesnaeare s 28
4.5.2 Quantificag8o DIOQUIMICA. ..o 28
4.6 ANALISE FIIOQUIMICA........ceiiiiicce e e sre s 29
4.6.1 PreparaGao 0 EXIIAL0. .......ccciuiieriiitiieite sttt bbb 29
4.6.2 Triagem fitOQUIMICA.........ccviiieie ettt sre s 29
4.7 ANALISE STALISTICA ... e.veviciiciicieie et 29
RESULTADOS E DISCUSSAO........couiiiieineisississisississ st 30
5.1.1 Desinfestagcdo de sementes com diferentes agentes qUIMICOS ..........cccccevvvveveeennnn. 30
5.1.2 Desinfestacdo de sementes com diferentes tempos de imersdo em hipoclorito de
010 [ T0 = 1024 TSRS 32
5.1.3 Composicdo do meio de cultura na germinacao e crescimento inicial in vitro..... 34

5.1.4 Efeito do &cido giberélico na germinacao e crescimento inicial in vitro............... 37



6

7
8

MORFOGENESE IN VITRO ....coociiiiieieeeeeeeeeeesee e eetesies st es s 40

6.1.1 Efeito de BAP e ANA em segmento NOdal ...........ccccveveiieiiiiciieie e 40
6.1.2 Efeito de BAP e ANA em segmento de hipocOtilo ..., 45
6.1.3 Efeito de BAP na inducéo de broto em segmento apical .............ccccceevevviieieennenn, 48
6.2  Quantificaglo DIOQUIMICA.........cceiiiiiieiie s 50
6.3 ANALISE FItOQUIMICA. .....cc.eiiiiiciie et 52

CONGCLUSAD. ...ttt 55

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA .......cooviiiiniiinsiseessessississ st sssessesessssns 56



10

1 INTRODUCAO

Conhecida popularmente como quixabeira, quixaba, sapotiaba, sacutiaba, coronilha, coca,
macaranduba-da-praia, miri e rompe-gibao (SILVA et al., 2012), Sideroxylon obtusifolium (Roem.
& Schult.) T. D. Penn é uma frutifera inserida na familia Sapotaceae. No Brasil sua distribuicéo
ocorre em areas Umidas e na beira de rios da caatinga arbdrea, nas restingas litoraneas e na mata
chaquenha do Pantanal Mato-Grossense (LORENZI, 2002).

Esta espécie nativa é amplamente utilizada na medicina popular para o tratamento de
diversas infecgdes como: dores no trato gastrointestinal, inflamag6es cronicas, lesées nas genitais,
inflamacBes nos ovarios, cdlicas, problemas renais, problemas cardiacos e diabetes
(ALBURQUERQUE et al., 2011; BELTRAO et al., 2008; LEANDRO et al., 2013; SILVA et al.,
2021).

O uso de plantas por comunidades tradicionais é bastante amplo e representado em diversos
estudos (BALESTRIN et al., 2020; MAMEDE; PASA, 2019). Dentre os usos da quixabeira por
estas comunidades, podemos citar ainda o0 uso da madeira como cercas em construgdes rurais,
fabricagdo de mdveis e cabo de ferramentas, alimentagdo humana e animal, obtencdo de energia
pela queima da lenha e carvdo (FERRAZ; MEUNIER; ALBUQUERQUE, 2005; NASCIMENTO
etal., 2009).

No entanto, o uso extrativista de sua casca, para fins medicinais, ocasiona a morte dessas
plantas, levando a reducgéo de individuos desta espécie em seu habitat natural (BARBOSA et al.,
2020; SILVA; DANTAS, 2013). Ademais, a S. obtusifolium é propagada de forma sexuada, atraves
da germinacao de sementes, e esta via apresenta algumas dificuldades, tais como a dorméncia das
sementes, que necessitam de estratégias para supera-las, e a dependéncia de fatores abidticos como
temperatura, umidade e fotoperiodo favoraveis para garantir o sucesso reprodutivo. Sendo assim,
sd0 necessarios estudos que busquem estratégias que auxiliem a producdo de mudas para a
exploracdo dessa espécie de forma sustentavel.

Neste contexto, a utilizacdo de ferramentas biotecnoldgicas, como a cultura de tecidos
vegetais, tem se mostrado como um importante recurso para auxiliar a conservacdo de espécies
com importancia econdmica, medicinal e em risco de extin¢do, produzindo plantas uniformes,
sadias e com uma velocidade maior do que métodos convencionais (ALMEIDA CANCADO et al.,
2009).
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A micropropagacdo € uma das aplica¢fes da cultura de tecidos de mais larga utilizacéo,
pois permite a producdo de um elevado numero de mudas em um curto periodo de tempo
(WENDLING; DULTRA; GROSSI, 2006) e fornece material botanico de maneira continua para
estudos fisioldgicos e biotecnoldgicos. No entanto, para obtencdo de um protocolo adequado de
micropropagacdo € necessario que as fases de estabelecimento in vitro, multiplicacdo in vitro,
enraizamento e aclimatizagdo sejam realizadas com eficacia (NAVROSKI; REINIGER, 2015;
XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). A fase de multiplicacdo pode ocorrer pela organogénese,
caracterizada pelo surgimento de 6rgédos adventicios, como brotos e raizes a partir de uma ou varias
células (ANDRADE, 2002; LEMOS, 2015). Ou, pela embriogénese somatica, através do
desenvolvimento de estruturas semelhantes a embrides zig6ticos, por meio de uma sequéncia
ordenada de estadios embriogénicos caracteristicos, sem ocorréncia de fusdo dos gametas
(ZIMMERMANNN, 2014). Em ambas as vias, 0 desenvolvimento pode ocorrer de forma indireta,
em que ocorre a formacao inicial de aglomerados de células ndo diferenciadas e com crescimento
desordenado denominados de calos, ou de forma direta, caracterizada pelo surgimento de 6rgaos
adventicios, como brotos e raizes sem que ocorra formac&o inicial de calos (ANDRADE, 2002).

Além disso, para os processos de desdiferenciacdo e rediferenciacdo sdo necessarios a
utilizacdo de reguladores de crescimento para estimulacdo da parte aérea e formacdo de raizes
(LEMOS, 2002). Dentre os mais utilizados destacam-se as citocininas que promovem a quebra da
dominancia apical e as auxinas, utilizadas na inducéo de raizes (TAIZ; ZEIGER, 2017). Explantes
como caules, folhas e raizes, quando cultivados na presenca de elevadas concentracdes de auxinas,
como o 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o picloram, potencializam a inducéo de calos, devido ao
seu efeito na promocdo da divisdo celular (CORDEIRO et al., 2007), bem como o balango entre as
concentragOes de auxinas e citocininas podem viabilizar a calogénese (CORDEIRO et al., 2007).
Dessa forma, além dos reguladores o sucesso do cultivo in vitro depende de fatores como o tipo de
explante, 0 meio nutritivo, a assepsia e as condi¢Oes de luz e temperatura (CID; TEIXEIRA, 2015;
GRIMALDI et al., 2016).

Assim, o cultivo in vitro de calo representa uma ferramenta valiosa para a producéo de
metabdlitos secundarios de interesse, tornando possivel o cultivo de exemplares mais produtivos
em meios otimizados para o crescimento e acimulo de metabolitos secundarios (RIBEIRO, 2013).
Visto que, as plantas cultivadas in vitro podem apresentar padrdes morfogenéticos diferentes
qguando comparadas ao cultivo in vivo (RODRIGUES; OLIVEIRA; ARAUJO MARIATH, 2004).
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Nesse contexto, a técnica de cultura de tecidos de plantas apresenta uma série de vantagens
para a producdo desses compostos, a citar: a independéncia dos fatores ambientais, 0 aumento no
controle da produgéo, o uso de linhagens que garantam uma qualidade consistente do produto, a
simplificacdo dos métodos de processamento e a recuperacdo do produto alvo, o aproveitamento
de novas rotas de sintese a partir de linhagens mutantes, entre outras (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998), pois pode proporcionar uma maior potencializagdo de producdo desses
bioativos, uma vez que é possivel controlar condi¢es do meio de cultivo, temperatura, luz, fontes
de carbono, entre outros fatores (MORAES, et al., 2012).

Além da producédo de metabdlitos secundarios, a identificacdo e comprovagdo da existéncia
de metabdlitos primarios no cultivo in vitro permite avaliar como as moléculas podem afetar um
determinado processo biologico (ALBERTS et al. 2006). Assim, sdo empregadas técnicas de
analises bioguimicas que busquem identificar as vias de metabolismo primario essenciais ao
desenvolvimento das plantas (MEIRA, 2019; PASSOS, 1996; SILVA, et al., 2021; SOUZA,;
RESCAROLLI; NUNES, 2018).

Considerando a falta de estudos com cultivo in vitro de quixabeira, este trabalho visa o
estabelecimento e morfogénese in vitro de Sideroxylon Obtusifolium e o estudo de seus metabolitos

primarios e secundarios.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sideroxylon obtusifolium: Aspectos boténicos e farmacolégicos

A familia Sapotaceae Juss. contém cerca de 1.250 espécies entre &rvores e arbustos
(ARMSTRONG, 2010). No Brasil esta representada por 13 géneros e 245 espécies, das quais 107
s&o endémicas (ALVES-ARAUJO, et al., 2020). Distribuidas por todo territorio nacional, ocupam
diferentes dominios fitogeograficos, como Amazénia, Cerrado, Caatinga, Pampa, Pantanal e Mata
Atlantica (CARNEIRO et al, 2015; GOVEARTS; FRODIN; PENNINGTON, 2001). No entanto,
algumas espécies da familia se encontram ameacadas de extin¢do devido a reducdo de habitats,
atividades antropicas e alta exploracdo econdmica, como extracdo de latex e madeira (ALMEIDA
JUNIOR; SILVA; ZICKEL, 2018; GOMES et al., 2010; PENNINGTON, 1991).

O género Sideroxylon L. € composto por cerca de 75 espécies de habito arbdreo e arbustivo
(KIILL; MARTINS; SILVA, 2014). Dentre estas, a espécie Sideroxylon obtusifolium (Roem. &
Schult.) T. D. Penn, conhecida popularmente como quixaba, quixabeira, sapotiaba, sacutiaba,
coronilha, coca, macgaranduba-da-praia, miri e rompe-gibdo (SILVA et al., 2012), é uma frutifera
ndo cultivada e frequente em seu habitat natural (LORENZI et al., 2006), ocupando as margens de
cursos de agua ou as varzeas Umidas de solos aluviais pesados (LACERDA et al., 2005).

Segundo Pennington (1990), essa espécie ocorre especialmente em areas secas desde o
México até a Argentina. No Brasil, ocorre nos dominios da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e
Pantanal, sendo a Unica representante do género no pais (CARNEIRO et al., 2015; FABRIS;
PEIXOTO, 2013) presente em varzeas Umidas e na beira de rios da Caatinga arborea, nas restingas
litordneas e na mata chaquenha do Pantanal Mato-Grossense, preferencialmente em solos argilosos
e ricos em calcio, cuja distribuicdo é predominantemente descontinua ao longo da area que ocupa
(LORENZI, 2002).

S. obtusifolium é uma arvore caducifdlia, espinescente e possui copa densa e baixa, sendo
utilizada com sucesso na arborizacdo de fazendas. Apresenta folhas simples, inteiras, opostas,
assimétricas, de limbo completo, cartaceas, glabras, superficie lisa, coloracdo concolor, de forma
eliptica e nervacao peninérveas (SILVA et al., 2012).

Suas flores sdo hermafroditas, com antese diurna e dicogamia protoginica, ou seja, a
maturacao das flores femininas ocorre antes das flores masculinas e exalam odor forte e adocicado.

Apresentam inflorescéncias em fasciculos axilares, com 2-20 flores esbranquicadas, actinomorfas,
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diurnas, odoriferas e gamopétalas. O sistema de reproducdo é do tipo autdgamo facultativo, e sua
floracdo ocorre entre 0os meses de outubro e novembro sendo produzidos frutos tanto por
autopolinizacdo, quanto por polinizagdo cruzada. Abelhas, vespas, moscas e borboletas séo
visitantes florais em populacdes naturais de quixabeira, no entanto, apenas abelhas (Apis melifera
Linnaeus) e morfoespécies de dipteros (moscas) sdo polinizadores (KIILL; MARTINS; SILVA,
2014).

De acordo com Kiill, Martins e Silva (2014) S. obtusifolium poderia ser considerada como
uma planta de dispersdo generalista/oportunista, utilizando varias espécies da avifauna para a
disseminacéo das sementes, podendo ser considerada como uma importante fonte alimentar para a
avifauna da regido. Os frutos, apelidados de quixabas, sdo comestiveis, possuem formato que
variam de globuloso a elipsoide, de coloracdo verde quando imaturos e coloragdo roxo-escuro
guando maduros, conforme apresentado na Figura 1 (SILVA; DANTAS, 2017). Amadurecem entre
0s meses de janeiro a fevereiro, produzindo anualmente abundante quantidade de sementes viaveis
(GARRIDO et al., 2007). Os frutos da quixabeira sdo do tipo baga, lisos, indeiscentes,
monospérmicos, com polpa suculenta e de sabor doce, com latex viscoso e sementes com

tegumento endurecido de coloracédo castanho-claro (SILVA et al., 2012).

i o 7R Vil RS P50 i j
Figura 1. Exemplar de Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T. D. Penn. (A) Florag8o (B) Fruto imaturo (C)
Fruto maduro (D) Fonte: Autora, 2020
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Suas sementes apresentam dispersdo zoocdrica e possuem dorméncia tegumentar, sendo
necessario o desenvolvimento de métodos que visam a superagdo da mesma, tais como a
escarificacdo mecénica e quimica, e tratamentos com altas temperaturas (REBOUCAS et al., 2012).
Além da barreira tegumentar, fatores abidticos como temperatura, umidade e fotoperiodo, afetam
a producao de flores e frutos interferindo no sucesso da reproducao sexuada dessa especie.

A quixabeira € uma das espécies mais utilizadas na medicina popular no sertdo nordestino.
Dentre as formas de uso nessas comunidades, destacam-se a ingestdo por via oral, em que a casca
é colocada na agua para retirar as substancias medicinais; a garrafada, preparada com agua ou
cachaca adicionando folhas de outras espécies; e o lambedor, que consiste no cozimento da casca
com agucar (ALBURQUERQUE et al., 2011; BARBOSA, 2018).

Estudos realizados nas cascas, folhas e nos frutos, com extracdes metandlicas e etandlicas,
ja comprovaram a eficacia farmacologica para dor, cicatrizacdo, anti-inflamatério e antioxidante,
devido a presenga de metabolitos secundarios tais como fenois, taninos, xantonas, flavonoides,
alcaloides, catequinas, esteroides, triterpendides e heterosideos saponinicos que foram
identificados a partir de prospeccao fitoquimica (AQUINO et al., 2015; ARAUJO-NETO et al.,
2010; LEITE et al., 2015; SILVA et al., 2021). Os frutos possuem antocianinas com alto potencial
na eliminacdo de radicais livres, apresentando capacidade elevada com o aumento da concentragao
e do tempo de reacdo (FIGUEIREDO; LEMA, 2015).

Embora seja amplamente utilizada por comunidades tradicionais, alto poder farmacol6gico
e ambiental, para recuperacdo de &reas degradadas e manutencdo do equilibrio ecoldgico
(LORENZI, 2002), estudos apontam a diminuicdo dessa espécie em areas naturais, devido
principalmente & perda de habitat e extracéo da casca para fins medicinais (BELTRAO et al., 2008;
SA, 2017). Dessa forma, Paulino et al. (2011) apontam a escassez de estudos sobre a espécie e

indicam a necessidade de métodos que busquem a propagacéo e producdo de mudas da quixabeira.

2.2 Propagacéo
A propagacdo de plantas é vista como o conjunto de préaticas, que visam a perpetuacdo das
especies e pode ocorrer de forma sexuada ou assexuada. Espécies vegetais que se propagam de
forma sexuada, encontram diversos fatores que irdo influenciar a sua reproducdo. Dentre eles, a
dorméncia de sementes é apontada como uma das principais dificuldades na produgdo de mudas
(ROCHA et al., 2018; SMIDERLE; SOUSA, 2003). Além disso, a producdo irregular de sementes,
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somado a baixa quantidade disponivel, proporcionam um longo periodo para obtencdo de mudas
de espécies nativas (OLIVEIRA; DIAS; BRODANI, 2013).

A propagacdo de quixabeira é feita através de sementes, e apresenta dorméncia tegumentar
(PAULINO, 2011), o que dificulta a presenca de novos individuos em areas naturais. Assim, a
propagacdo de mudas em viveiros tem buscado alternativas que alcancem um indice satisfatorio de
emergéncia, crescimento e desenvolvimento de plantas, a fim de manter a eficiéncia da manutencéo
de recursos naturais. Em razdo da necessidade de producdo de mudas das espécies, de forma rapida
e com qualidade, estudos que busquem alternativas para realizacdo da propagacédo assexuada séo
relevantes, tanto por assegurar a multiplicacéo de espécies florestais nativas, quanto a conservagao
destes recursos genéticos (OLIVEIRA; DIAS; BRODANI, 2013).

A propagacdo vegetativa consiste na multiplicacdo assexuada de partes da planta, como
caule, folhas ou raizes, a fim de gerar um individuo geneticamente idéntico a planta mée, sem
ocorréncia de recombinacdo génica (PARAJARA, 2015). Nesse contexto, ferramentas
biotecnoldgicas, como a cultura de células e tecidos vegetais tem se mostrado promissora na
resolucdo de questdes ligadas a propagacdo de espécies nativas, com importancia econémica e
passiveis de extincdo (COSTA, 2018). Visto que, 0 método de cultivo in vitro baseia-se na
producdo de plantas uniformes, sadias e com uma velocidade maior do que métodos convencionais,
e tem sido utilizado no melhoramento genético de plantas e na recuperacdo de genotipos livres de
virus e outros agentes patogénicos, formacdo de germoplasma, producdo de sementes sintéticas,
microenxertia, estudo de biologia vegetal, dentre outros (ALMEIDA CANCADO et al., 2009; CID;
TEIXEIRA, 2015).

2.3 Cultivo in vitro

A micropropagacdo é uma das técnicas da cultura de tecidos vegetais de mais larga
utilizacdo, pois permite um elevado nimero de mudas sadias e geneticamente uniformes, em um
curto periodo de tempo. Devido ao principio da totipoténcia das células, a micropropagacao
estabelece que qualquer parte do vegetal, tenha capacidade de originar uma nova planta sob
condicdes adequadas (WENDLING; DULTRA; GROSSI, 2006).

Esse processo pode ocorrer pela organogénese, caracterizada pelo surgimento de 6rgéos
adventicios, como brotos (cauligéneses) e raizes (rizogéneses) a partir de uma ou varias células
(ANDRADE, 2002; LEMOS, 2015). Ou, pela embriogénese somatica, atraves do desenvolvimento
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de estruturas semelhantes a embrides zigoticos, por meio de uma sequéncia ordenada de estadios
embriogénicos caracteristicos, sem ocorréncia de fusdo dos gametas (ZIMMERMANNN, 2014).

A micropropagacao consiste nas etapas de estabelecimento in vitro, multiplicacéo in vitro,
enraizamento e aclimatizacdo, sendo que para um bom resultado final, todas as etapas devem ser
realizadas com atencéo e eficiéncia, pois 0 sucesso de uma influencia diretamente a proxima etapa
(DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

O estabelecimento in vitro abrange a escolha do explante, que vai depender entre outros
fatores da disponibilidade do material, juvenilidade do tecido e nivel de contaminagdo (CID;
TEIXEIRA, 2015). Seguido pela escolha do método de desinfestacdo, pois o uso de protocolos
eficientes sdo essenciais nessa etapa, uma vez que a presenca de microorganismos representa
limitacdes na obtencdo de culturas assépticas (SALLES, 2017).

O processo para o estabelecimento de espécies lenhosas encontra obstaculos como a
contaminacdo, que ocorre normalmente em razdo do crescimento de microorganismos que nao
foram eliminados durante a desinfestacdo do material ou por falhas na assepsia de equipamentos e
meio de cultura, por exemplo (ESPOSITO-POLESI, 2020). Deste modo, estabelecer um protocolo
de assepsia eficaz é fundamental no processo de micropropagacdo, visto que a contaminagao
ocasiona perdas consideraveis de material vegetal (THOMAS; ASWATH, 2014), por isso se
recomenda a utilizacdo de agentes quimicos, como o etanol (70%), hipoclorito de sodio e
fungicidas nesta etapa, considerando que as concentracdes e 0 tempo de exposicdo variam a
depender da espécie. E recorrente ainda, a adi¢do de algumas gotas de detergente neutro a solucéo
de hipoclorito para reduzir a tensao superficial da agua e proporcionar melhor contato com os
tecidos, facilitando a assepsia (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; OLIVEIRA; DIAS;
BRONDANI, 2013; SALLES, 2017).

O meio nutritivo ir4 fornecer macro e micronutrientes, compostos organicos como
vitaminas, e agua, necessarios para o desenvolvimento da plantula (CID; TEIXEIRA, 2015).
Tradicionalmente 0 meio nutritivo € composto por sacarose, que atua como fonte de energia,
regulador osmético e esqueleto de carbono para biossintese das células (CID; TEIXEIRA, 2015;
FLORES et al., 2013; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Contudo, apesar de sua
importancia, altas concentragcGes de sacarose pode remover a agua intracelular por meio do
gradiente osmdtico, resultando em alteracGes no crescimento e nas respostas fisioldgicas dos

vegetais (FLORES et al., 2013). Outro componente presente no meio nutritivo é o agar, utilizado
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para gelificar o meio. Entretanto, pode provocar resisténcia a difusdo de nutrientes para o explante
devido ao aumento do potencial osmético quando em altas concentracdes (REZENDE et al., 2008).

A multiplicacéo via organogénese induz a diferenciacdo de 6rgdos vegetais a partir de uma
ou mais células totipotentes, e ocorrerd de forma direta ou indireta, a depender do tipo e
concentracdo do regulador vegetal utilizado (ANDRADE, 2002). Geralmente, concentragdes
elevadas de citocininas e auxinas induzem a formacdo de brotos pela via direta, enquanto o
equilibrio entre os dois reguladores promove a formacao de calos (GUERRA; NODARI, 2016).
Na organogénese direta, a proliferacdo das gemas ocorre sem que haja a desdiferenciacdo dos
tecidos dos explantes (GUERRA; NODARI, 2016), tornando-se possivel a obtencdo de plantas
geneticamente idénticas a planta méde, assegurando a uniformidade das culturas de interesse
comercial e mantendo caracteristicas morfologicas desejaveis (LIMA-BRITO, 2009;
MASCARENHAS; SANTANA; BRITO, 2019). J& na organogénese indireta, ocorre a inducao de
calos por meio de uma etapa de desdiferenciacdo, seguida por uma rediferenciacao para a formacéo
dos novos tecidos e 6rgdos (GUERRA; NODARI, 2016).

A formacdo de calos, também denominada calogénese, ocorre a partir de explantes como
raizes, caules, folhas, entre outros, a partir da intensa divisdo celular, quando cultivadas na presenca
de elevadas concentragdes de auxinas, assim o uso de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e picloram
sdo consideradas mais potentes para a inducdo de calos, devido ao seu efeito na promocao da
divisdo celular (CORDEIRO et al., 2007). Nesse processo, as células do explante sdo induzidas a
retornarem ao estado inicial meristematico e ocorre em trés etapas: a inducdo, na qual ocorre a
preparacdo do tecido isolado com a ativacdo do metabolismo para a desdiferenciacdo e divisao
celular, a divisdo propriamente dita, onde as células dividem-se ativamente em células de tamanho
menor, iniciando pelas periféricas e posteriormente ocupando a regido central do explante e a
desdiferenciacdo, o tecido perde sua identidade histologica, as células tornam-se maiores,
vacuolizadas, a taxa de divisdo diminui e entdo ocorre o equilibrio entre a divisdo e a expansao
celular (SOUZA; RESCAROLLI; NUNES, 2018). O tipo de calo formado, seu grau de
diferenciacdo celular e o potencial morfogenético, dependem do explante e dos constituintes do
meio de cultura, diferindo também em textura e coloragdo, observando-se que alguns séo
compactos e crescem vagarosamente, enquanto outros sdo friaveis e se desintegram facilmente
quando manipulados (CORDEITO et al., 2007; GEORGE; SHERRINGTON, 1984).
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Como visto, 0 sucesso dessa etapa depende de caracteristicas intrinsecas da espécie e do
tipo de regulador utilizado, visto que pode ser necessaria a suplementacdo hormonal
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Dessa forma, para a obtengdo de um protocolo de
regeneracdo eficiente, além da escolha do explante mais adequado, é necessario a inducdo dos
processos de desdiferenciacdo e rediferenciacdo, responsaveis pela formacao de tecidos e 6rgaos,
através do uso de reguladores de crescimento, capazes de estimular a formacgéo de parte aérea e
raizes (KIELSE, 2009; LEMOS, 2002). Deste modo, a inducéo de brotagdes em explantes pode ser
realizada por meio da utilizacdo de citocininas exogenas, como 6-benzilaminopurina (BAP),
cinetina (KIN), e thidiazuron (TDZ) promovendo o crescimento inicial das gemas axilares pela
quebra da dominancia apical (TAIZ; ZEIGER, 2017). Pesquisas na area tem mostrado resultados
satisfatorios na multiplicacdo in vitro via organogénese direta utilizando a citocinina BAP em
diversas espécies florestais (CANATTO; ALBINO; CORDEIRO, 2016; MIRANDA, et al., 2020;
PAIVA PORFIRIO et al., 2020).

Além disso, diferentes auxinas, como o &cido indol-3-butirico (AIB), o &cido indol-3-
acético (AlA), o acido 1-naftaleno acético (ANA), e o 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), sdo
comumente utilizados neste processo, buscando estimular o desenvolvimento da parte aérea, em
concentracdes que variam de acordo com a espécie em estudo, pois promovem a divisdo,
diferenciacdo e alongamento celular e sdo responsaveis pela dominancia apical. Embora seja
requerido em concentracGes menores, quando comparadas as citocininas, € importante o balango
hormonal entre esses reguladores, uma vez que elevadas concentrag¢6es de auxinas podem estimular
a producdo de calos e promover o enraizamento, afetando a producdo de brotos
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; TAIZ; ZEIGER, 2017). Dentro da classe de giberelinas,
0 acido giberélico (GA3) é o mais utilizado na indugdo do desenvolvimento de nds, crescimento
de gemas, inibi¢do na formacao de raizes e rompimento da dorméncia de embrides (CARVALHO;
VIDAL, 2003).

A rizogénese se destacapor ser uma etapa chave na produgdo de mudas micropropagadas,
jaque para o crescimento e a sobrevivéncia das microplantas durante o processo de aclimatizacgéo,
a formacdo de um sistema radicular bem definido é importante, assim como alternativas que
minimizem a perda de 4gua (PASA et al., 2012; ROCHA et al., 2008). O tipo de auxina e suas
concentracgdes, influenciam diretamente a etapa de enraizamento, e variam conforme a cultivar
(LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH, 2009).
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No que se refere ao controle do crescimento e divisdo celular, o papel das auxinas na
inducdo e desenvolvimento das raizes tem sido amplamente estudado (KERBAUY, 2008). Assim
sendo, diversos trabalhos realizados com espécies lenhosas, tém demonstrado que o uso de AlB
em baixas concentracdes é eficaz no processo de enraizamento (LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH,
2009; RIVERA CURI; CABRERA PINTADO; BULNES SORIANO, 2020;).

Ainda no processo de enraizamento, um dos fatores fisicos necessarios para o crescimento
e desenvolvimento de raizes é a auséncia de luz (ZANELLA et al., 2020), por isso o carvdo ativado
tem sido utilizado em meios de cultura para estimular o enraizamento, devido a sua alta habilidade
em reduzir a luz do meio e também por adsorver compostos fendlicos liberados pelos tecidos, uma
vez que esses compostos podem inibir o enraizamento (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Apds a etapa de enraizamento, as mudas micropropagadas passam pelo processo de
aclimatizacdo. Nesse periodo, as microplantas sofrem mudancas nas condi¢cdes ambientais, uma
vez que serdo transferidas do ambiente in vitro para o ex vitro (ROCHA et al., 2008), sendo
necessario o desenvolvimento de estratégias fisiolégicas como o controle da transpiracdo e
condutancia estomatica (DIAZ-PEREZ; SUTER; SHACKEL, 1995), controle da perda de agua
pelas células (SUTTER, 1988) e aumento da taxa fotossintética (VAN TELGEN; VAN MIL;
KUNNEMAN,1992). Além disso, as condicdes fisicas e nutricionais dos substratos irdo interferir
na sobrevivéncia das mudas aclimatizadas (PEDROTTI; VOLTOLINI, 2001). Portanto, para o
sucesso na etapa da aclimatacdo, é necessario que os fatores ambientais estejam adequados para
uma boa resposta fisioldgica da planta.

Com o propdsito de obter-se mudas de quixabeira de forma sustentavel, este trabalho podera
contribuir para a conservacdo da espécie através de programas de reflorestamento, bem como
fornecer material asséptico para diversos estudos, a citar os farmacolégicos e conservacdo de

germoplasma, visto que ndo ha trabalhos dessa natureza relatados na literatura.

2.4 Metabolismo primario e secundario
Os processos bioquimicos conhecidos como metabolismo primario englobam moléculas
que desempenham func@es vitais do organismo, como aminoacidos, agucares e proteinas. Nesse
sentido, os carboidratos fornecem esqueletos de carbono e energia para a biossintese de compostos
organicos, envolvidos no metabolismo celular (PASSOS, 1996). Os aminoacidos sdo precursores
de varios compostos bioquimicos, como os &cidos nucléicos e as substancias nitrogenadas do

metabolismo secundario, como os fitorreguladores, além de componente basico na formacéo de
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proteinas, importantes para o metabolismo (MEIRA, 2019; ORTIZ-LOPEZ et al. 2000; SKOKUT,
et al., 1985). J& as proteinas podem desempenhar funcbes enzimaéticas e estruturais (PASSOS,
1996), alem de atuarem no transporte de substancias para dentro e para fora das células, na
resisténcia e adaptacdo da planta a estresses abioticos, no acimulo de compostos de reserva e na
manutencdo do crescimento das células, tecidos e 6rgaos vegetais (MEIRA, 2019). Nesse contexto,
o conhecimento dos niveis destes compostos do metabolismo primério durante o desenvolvimento
de calos, contribui potencialmente para o conhecimento da fisiologia morfogenética.

Além disso, os principios ativos presentes nas plantas sdo capazes de provocar algum tipo
de atividade biolégica quando introduzidos por qualquer via no organismo animal, inclusive no
homem (BOSCOLO; SENNAVALLE, 2008). Sideroxylon obtusifolium é considerada uma espécie
importante no uso da terapia tradicional mediante a acdo comprovada por diversos estudos
(ARAUJO-NETO et al., 2010; BELTRAO et al., 2008; PEDROSA et al., 2012) da atividade
antibacteriana, atividade antioxidante e antiinflamatoria, devido aos metabdlitos presentes em suas
celulas (AQUINO et al., 2015).

Substancias ndo essenciais para a sobrevivéncia celular, mas que sdo fundamentais para a
propagacao e perpetuacao das espécies nos ecossistemas, sdo chamados de metabolitos secundarios
ou especiais (RIBEIRO, 2013). As funcbes fisiolégicas ou bioquimicas dos metabdlitos
secundarios estdo associadas a propriedade dessas substancias de protecdo contra predadores e
patdgenos, devido a sua toxicidade e pela capacidade de repelir herbivoros e microrganismos,
funcionando como sinais quimicos, envolvidos na atracdo de polinizadores, na protecdo contra
competidores, em estresses biotico e abidtico, como inseticidas e na forma de conhecidas drogas
para uso humano, como a penicilina, atropina, nicotina, quinina, morfina e cafeina (GOTTLIEB et
al., 1998; TAIZ; ZEIGER, 2017).

A sintese de metabdlitos secundarios é influenciada por diversos fatores bioticos e abioticos,
como sazonalidade, indice pluviométrico, radiacdo ultravioleta, composicdo atmosférica, ritmo
circadiano, temperatura, composi¢cdo do solo, idade da planta, herbivoria e ataque de patdégenos
(CHAVES, 2012; COELHO et al., 2021; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Além disso,
condicBes de coleta, estabilizacdo e estocagem, podem afetar o contetido final de metabolitos
secundarios em plantas medicinais, influenciando na qualidade e, consequentemente no valor
terapéutico de preparados fitoterapicos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Os varios compostos provenientes do metabolismo das plantas, como os flavonoides,
antraquinonas, saponinas, taninos (SILVA, et al., 2021) dentre outros, sdo comercialmente
importantes nos setores alimenticio, agrondémico, de perfumaria e principalmente por sua
potencialidade terapéutica (CHAVES, 2012). Dessa forma, a vasta variedade de metabolitos
secundarios vegetais vem despertando o interesse de pesquisadores de varios campos da ciéncia
(BRISKIN, 2000). Apesar de possuirem um grande potencial biossintético, o percentual deste,
utilizado atualmente é insuficiente para demanda, principalmente das propriedades terapéuticas
(FOGLIO, et al., 2006). Além disso, a producdo de farmacos provenientes de plantas,
principalmente espécies de arboreas, € dificultada por diversos fatores, tais como: qualidade da
matéria prima utilizada, acessibilidade, e espécies encontradas em areas de extincdo (MORAES, et
al., 2012; SOUZA; RESCAROLLI; NUNES, 2018).

Assim, para a identificacdo e comprovacdo da existéncia de metabdlitos secundarios os
estudos fitoquimicos sdo responsaveis pela analise dos principios ativos nos vegetais, com o
objetivo de avaliar os ativos, poder extrai-los, isola-los, purificad-los e determinar a estrutura
quimica dos constituintes presentes em extratos de plantas com atividade biolégica (CELLOTO et
al., 2003; SILVA, et al., 2021).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Local de coleta e realizacdo dos experimentos
Os frutos de quixabeira foram coletados no municipio de Ipira, Bahia (Lat. 12° 9' 14" S;
Long. 39° 44" 42" W), e os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Cultura de Tecidos
Vegetais (LCTV) alocado na Unidade Experimental Horto Florestal (UEHF), pertencentes a
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

3.2 Estabelecimento in vitro
3.2.1 Desinfestacdo de sementes com diferentes agentes quimicos
Apos retirada do tegumento, as sementes foram lavadas em &gua corrente durante 10
minutos e levadas para cdmera de fluxo laminar, onde foram imersas em alcool 70% durante 1
minuto. Em seguida as sementes foram submetidas a diferentes tratamentos: controle sem adicéo
de agentes quimicos; imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio em diferentes concentraces
(0,2%, 0,5% e 2%), acrescido de trés gotas de detergente neutro durante 10 minutos; imersdo em
diéxido de cloro (Tcsa-clor®) em diferentes concentracbes (1%, 3% e 5%) de principio ativo
durante 10 minutos; imersdo em solucdo de Carbendazim (Bendazol®) em diferentes
concentragdes (Iml L1, 3ml L™ e 5ml L) durante 30 minutos, seguida de imersdo em hipoclorito
de sodio a 2% de principio ativo, acrescido de 3 gotas de detergente neutro durante 10 min,
conforme apresentado na tabela 1.
Ao final da imersdo nos agentes quimicos, as sementes foram lavadas trés vezes em agua
destilada autoclavada e inoculadas em tubo de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de
cultura WPM (Woody Plant Medium) de Lloyd & McCown (1980), suplementado com 30 g L™ de

sacarose e solidificado com 7 g L™ de 4gar (meio basico).
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Tabela 1. Diferentes concentracdes e agentes quimicos utilizados na desinfestacdo de sementes de
Sideroxylon obtusifolium.

Tratamento Agente Quimico Concentracdo Tempo de Imersdo
T1 Controle 0 0
T2 Hipoclorito de sédio 0,20% 10 min
T3 Hipoclorito de sodio 0,50% 10 min
T4 Hipoclorito de sodio 2% 10 min
T5 Dioxido de cloro 1% 10 min
T6 Dioxido de cloro 3% 10 min
T7 Dioxido de cloro 5% 10 min
T8 Carbendazin + hipoclorito de sédio 2% iml.L? 30 min
T9 Carbendazin + hipoclorito de sodio 2% 3ml.L? 30 min
T10 Carbendazin + hipoclorito de sédio 2% 5ml.L? 30 min

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) contendo 10 tratamentos
com 5 repeticdes e 10 parcelas, totalizando 50 sementes por tratamento. A contaminacdo das
sementes foi avaliada ap6s 40 dias, determinada pela analise visual das sementes e expressa em

porcentagem.

3.2.2 Desinfestacdo de sementes com diferentes tempos de imersdo em hipoclorito de sédio

As sementes foram imersas em hipoclorito de sédio 2% durante 10, 15, 20 e 25 min antes
da retirada do tegumento. ApoOs esse processo, retirou-se o tegumento com tesoura e as sementes
foram levadas para a cAmera de fluxo laminar e imersas em &lcool 70% durante 1 min. Em seguida,
foram imersas em hipoclorito de sodio durante 10, 15, 20 e 25 min acrescido de 3 gotas de
detergente neutro. Ao final de cada tempo de imersdo as sementes foram lavadas trés vezes em
agua destilada autoclavada e inoculadas em tubo de ensaio contendo 10 ml do meio basico (Tabela
2).
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Tabela 2. Diferentes tempos de imersdo em hipoclorito de sodio
Hipoclorito de sodio 2%

Tratamento Tempo (min.)
T1 25
T2 20
T3 15
T4 10

O delineamento experimental foi inteiramente casaulizado (DIC) contendo 4 tratamentos
com 30 repeticdes. A contaminacdo das sementes foi avaliada apds 30 dias, determinada pela

analise visual das sementes e expressa em porcentagem.

3.2.3 Composicao do meio de cultura na germinagao e crescimento inicial in vitro

Inicialmente as sementes foram imersas em hipoclorito de sddio (2%) durante 25 min. Apés
esse periodo, retirou-se o tegumento com tesoura e as sementes foram levadas para a camera de
fluxo laminar e imersas em &lcool 70% durante 1 min. Posteriormente, foram imersas em
hipoclorito de sodio durante 25 min acrescido de 3 gotas de detergente neutro. Em seguida as
sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e inoculadas em tubo de ensaio contendo 10
mL de diferentes tipos de meio de cultura: WPM e MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade
da concentracdo de sais (MS %2), acrescidos de diferentes concentracdes de carvao ativado (0 e 1g

L), suplementado com 30 g L ! de sacarose e solidificado com 7 g L™ de agar (Tabela 3).

Tabela 3. Diferentes tipos de meio de cultura no estabelecimento in vitro de Sideroxylon
obtusifolium.

Tratamento Tipo de meio
Tl WPM com Carvéo ativado
T2 WPM sem Carvéo ativado
T3 MS %2 com Carvéo ativado
T4 MS %, sem Carvao ativado

O delineamento experimental foi inteiramente casaulizado (DIC) em arranjo fatorial 2 x 2

(dois tipos de meio de cultura e duas concentragdes de carvao ativado), totalizando 4 tratamentos
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com 40 repeticdes. A germinacdo das sementes foi avaliada ap6s 30 dias, determinada pela
protrusdo da radicula e expressa em porcentagem, e apos 45 dias foi avaliado o comprimento da

parte aérea, nimero de folhas verdes e de segmentos nodais.

3.2.4 Efeito do &cido giberélico na germinacao e crescimento inicial in vitro

Para a desinfestacdo, as sementes foram imersas em hipoclorito de sédio (2%) durante 25
min, apos esse periodo retirou-se o tegumento com tesoura e as sementes foram levadas para a
camera de fluxo laminar e imersas em alcool 70% durante 1 min. Posteriormente, foram imersas
em hipoclorito de sddio 2% durante 25 min acrescido de 3 gotas de detergente neutro. Em seguida
as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e inoculadas em tubos de ensaio (25 x 150
mm) contendo 10 mL do meio bésico acrescido de diferentes concentragdes de &cido giberélico —
GAs (0,00; 1,50; 3,00; 4,5; 6,0; 7,5 uM). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 6 tratamentos, cada um composto por 5 repeticbes com 5 amostras cada,
totalizando 25 sementes por tratamento.

A germinacdo das sementes foi avaliada ap6s 20 dias, determinado pela protrusdo da
radicula e expresso em porcentagem. Apds 45 dias foram avaliados o comprimento da parte aérea,

namero de folhas verdes e de segmentos nodais das plantas.

3.2.5 Obtencéo de planta matriz
As sementes foram imersas em hipoclorito de sédio (2%) durante 25 min, ap0s esse periodo
retirou-se o tegumento com tesoura e as sementes foram levadas para a cdmera de fluxo laminar e
imersas em alcool 70% durante 1 min. Posteriormente, foram imersas em hipoclorito de sédio 2%
durante 25 min acrescido de 3 gotas de detergente neutro. Em seguida foram lavadas trés vezes em
agua destilada e autoclavada e inoculadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL do
meio basico. Apds 45 dias da germinacao in vitro as plantas foram utilizadas como fonte de material

vegetal asséptico para 0s experimentos de morfogénese in vitro.
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4 MORFOGENESE IN VITRO

4.1 Efeito de BAP e ANA em segmento nodal

Foi utilizado como explante o segmento nodal, proveniente das plantas germinadas in vitro
e inoculados em meio MS, suplementado com 30 g L™ de sacarose, gelificado com 7 g L™ de 4gar,
e acrescido da citocinina benzilaminopurina (BAP) em diferentes concentragdes (0,0; 2,0; 4,0; 8,0;
16,0 uM), combinada com acido naftaleno acético (ANA) em diferentes concentragdes (0,0; 1,0;
2,0 uM).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com arranjo fatorial 5 x
3 (cinco concentragdes de BAP x trés concentracbesde ANA) totalizando 15 tratamentos com 5
repeticdes e 4 amostras cada. Apds 45 dias foi avaliado a porcentagem de explantes responsivos

com broto, explantes responsivos com calo, textura e coloracao dos calos.

4.2 Efeito de BAP e ANA em segmento de hipocotilo

Plantas cultivadas in vitro serviram como fonte de material asséptico para obtencdo dos
segmentos de hipocétilo, que foram inseridos em meio MS, suplementado com 30 g L de sacarose,
gelificado com 7 g L™ de 4gar, e acrescido da citocinina benzilaminopurina (BAP) em diferentes
concentragdes (0,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 uM), combinada com acido naftaleno acético (ANA) em
diferentes concentragdes (0,0; 1,0; 2,0 uM).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com arranjo fatorial 5 x
3 (cinco concentracdes de BAP x trés concentracdesde ANA) totalizando 15 tratamentos com 5
repeticGes e 4 amostras cada. Ap6s 45 dias foi avaliado a porcentagem de explantes responsivos

com brotos, explantes responsivos com calos, textura e coloracdo de calos.

4.3 Efeito de BAP na inducédo de broto em segmento apical
Foi utilizado como explante o segmento apical, proveniente das plantas germinadas in vitro
e inoculados em meio MS, suplementado com 30 g L* de sacarose, gelificado com 7 g L™ de 4gar,
e acrescido da citocinina benzilaminopurina (BAP) em diferentes concentraces (0,0; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 uM).
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), totalizando 5 tratamentos
com 10 amostras cada. Apos 120 dias foi avaliada a porcentagem de explantes responsivos com

brotos e explantes responsivos com calos.
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4.4 Condigdes de cultivo in vitro
O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem a temperatura
de 121° C por 15 minutos. Apos a inoculagao, as amostras foram mantidas em sala de crescimento
com fotoperiodo de 14 horas sob lampadas de led branca e temperatura de 25 + 2°C.

4.5 Andlise bioquimica
As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Germinacdo (LAGER),
localizado na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS).

45.1 Preparagdo do extrato
Os extratos foram preparados utilizando 500 mg de calos obtidos a partir do segmento nodal
cultivado em meio contendo 1,0 uM de ANA, e do hipocétilo cultivado em meio contendo 4,0 uM
de BAP e 2,0 uM de ANA, os quais foram homogeneizados em almofariz com 10 mL de solucao
tampdo fosfato. Essas amostras foram submetidas a centrifugacéo a 12000 g por 15 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi recolhido em eppendorf e armazenado em ultrafreezer para analise posterior.

4.5.2 Quantificacdo bioquimica

A quantificacdo dos acgucares sollveis totais, foi realizada pelo método da antrona proposto
por Yemm e Willis (1954), utilizando o acido sulfurico como padréo; para os agUcares redutores,
utilizou-se 0 método do dinitrosalicilato (DNS) proposto por MILLER, (1959), com glicose como
padrdo; empregando o soro de albumina bovina como padréo foi realizada a quantificagéo do teor
de proteinas (BRADFORD, 1976); e para determinacdo de aminodacidos foi utilizado o método da
Ninhidrina segundo Yemm e Coccking (1955).

Para realizacdo de todas as andlises bioguimicas foram utilizadas trés repeticdes, com trés
amostras cada. A leitura das absorbancias foi realizada utilizando cubetas de quartzo em um
espectrofotometro de feixe duplo a um comprimento de onda A= 595 nm para proteinas, A= 540 nm
para agUcares redutores, A= 620 nm para aglcares sollveis totais e A= 570 nm para

aminoacidos.
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4.6 Andlise fitoquimica
As anélises fitoquimicas foram realizadas no Laboratério de Extracdo (LAEX) localizado
na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

4.6.1 Preparacdo do extrato
Para essa anéalise foram utilizados calos obtidos a partir do segmento nodal cultivado em
meio contendo 1,0 uM de ANA, e do hipocotilo em meio com 4,0 uM de BAP e 2,0 uM de ANA.
Os calos foram submetidos a secagem em estufa de circulacdo de ar a temperatura de 40°C, por
duas semanas e, posteriormente triturados em almofariz com auxilio de pistilo.
O material seco foi submerso em 20 mL de alcool metilico por 7 dias. A solucéo foi filtrada
e concentrada por eliminacdo do solvente organico em ambiente, resultando nos extratos brutos

metanolicos da quixabeira.

4.6.2 Triagem fitoquimica
A triagem fitoquimica foi realizada através do método colorimétrico por meio da juncao de
reagentes aos extratos. Para a identificacdo de flavonoides foi adicionado o cloreto de aluminio;
para alcaloides foi usado o reagente Dragendorff; os esteroides e taninos foram identificados com
a incorporacdo do reagente Liebermann-Burchard; ja para cumarinas foi realizado o teste de
fluorescéncia e colorimetria, para tanto foram feitos dois circulos em discos de papel filtro aos
quais foram adicionadas gotas do extrato, e em um dos circulos foi acrescido hidréxido de sodio.

Posteriormente os discos foram colocados em cabine de luz UV para visualizacdo da fluorescéncia.

4.7 Anélise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as medias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software estatistico Sisvar 5.6
(FERREIRA, 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estabelecimento in vitro

5.1.1 Desinfestacdo de sementes com diferentes agentes quimicos
De acordo com a andlise de variancia, houve efeito significativo (p < 0,05) dos tratamentos
de desinfestacdo em relacdo a porcentagem de contaminacédo, ap6s 40 dias de cultivo in vitro das
sementes (Tabela 4).
Sementes de Sideroxylon obtusifolium, cultivadas in vitro apresentaram bactérias e fungos
(Figura 2B e C), 0 que atesta a contaminacdo como um dos maiores obstaculos no estabelecimento
de plantas in vitro (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2015). Por outro lado, como evidenciado na

Figura 2A, algumas sementes ndo apresentaram qualquer sinal de contaminacé&o.

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia para diferentes tratamentos na desinfestacdo de sementes
de Sideroxylon obtusifolium, aos 40 dias de cultivo in vitro.

FV GL QM
Tratamento 9 56444.,44*
Residuo 490
CVv 97,31

FV: Fonte de Variacéo; GL: Grau de Liberdade; QM: Quadrado Médio; CV: Coeficiente de Variacédo; *Valor
significativo ao nivel de 5% de significancia.

[A] 1 lcm

Figura 2. Aspecto da semente de S. obtusifolium 40 dias apés a inoculagdo: (A) semente sem contaminagdo; (B)
contaminagdo por bactérias; (C) contaminagdo por fungos.



31

No controle (sem desinfestagdo) e no tratamento com hipoclorito de sédio a 0,2%,
observou-se as maiores porcentagens de contaminacdo, 88 e 100% respectivamente. Ja 0s
tratamentos com dioxido de cloro 3% e 5%, fungicida na concentragdo de 5 mL e hipoclorito de
sodio a 2% apresentaram porcentagem de contaminacgao com 2%, 6%, 10% e 18% respectivamente,
estatisticamente inferiores ao controle e hipoclorito 0,2% (Tabela 5).

O sucesso da assepsia depende, dentre outros fatores, da concentragdo, do tempo de imerséo
na solucdo e do agente desinfestante. Assim, baixas concentragdes associadas a curto tempo de
imersdo podem ndo ser eficientes na desinfestacdo (CID; ZIMMERMANN, 2006), como
observado neste estudo, em que a solucdo de hipoclorito de sédio a 0,2% apresentou a maior
porcentagem de contaminacgdo (100%), enquanto a maior concentracdo utilizada deste agente, a
2%, registrou uma reducdo na porcentagem de contaminacédo para 18% (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem de contaminagdo em sementes de Sideroxylon obtusifolium, sob agéo de
diferentes agentes quimicos.

Agentes quimicos Contaminacéo %

Controle 88a
Hipoclorito de sodio 0,2% 100a
Hipoclorito de sédio 0,5% 46b
Hipoclorito de sédio 2% 18c

Dioxido de cloro 1% 42b

Dioxido de cloro 3% 2C

Dioxido de cloro 5% 6c
Carbendazin 1ml.L* + hipoclorito de s6dio 2% 44b
Carbendazin 3ml.L + hipoclorito de s6dio 2% 24bc
Carbendazin 5ml.L + hipoclorito de sédio 2% 10c

Médias seguidas por letras iguais na coluna nao diferiram entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

A escolha de um tratamento eficiente para desinfestagéo é de grande importancia no cultivo
in vitro, pois permite manter os explantes livres de microrganismos (SOUZA et al., 2018). O
hipoclorito de sédio é bastante utilizado para esse fim, pois além de ndo apresentar valor elevado,
oferece resultados satisfatérios para diversas espécies.

Em estudo realizado por Souza et al. (2011) utilizando hipoclorito de sédio nas
concentracdes de 2, 4, 6 e 8%, para desinfestacdo de sementes de Myrcianthes pungens foi
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observado eficicia na desinfestacdo, com resultado de 2 a 14% de contaminagdo, sem diferenga
significativa entre os tratamentos. Pinheiro et al. (2016) também constataram que a assepsia com
hipoclorito de sédio a 2% durante 1 min é eficiente para sanidade das sementes das espécies
florestais Bauhinia forficata, Cedrela fissilis, Parapiptadenia rigida e Senegalia bonariensis. Ja
Pereira et al. (2011), com o objetivo de estabelecer in vitro a bananeira “Grande Naine” a partir de
explantes, obtiveram sucesso na desinfestacdo dos mesmos com hipoclorito de s6dio em diferentes
concentracoes.

Conforme demonstrado na analise dos resultados deste experimento, as menores médias da
porcentagem de contaminacdo das sementes foram obtidas utilizando o dioxido de cloro a 3 e 5%,
fungicida na concentragdo de 5mL e hipoclorito de sédio a 2%. Assim, devido a eficacia e
facilidade de aquisicdo do hipoclorito de sodio, novos testes foram realizados a fim de verificar

diferentes tempos de imersdo das sementes para maior controle da contaminacao.

5.1.2  Desinfestacdo de sementes com diferentes tempos de imersdo em hipoclorito de sédio
a2%

Através dos resultados obtidos pela anélise de variancia, verificou-se diferenca significativa

(p <0,05) entre os diferentes tempos de imersao na solucao de hipoclorito de sodio a 2% em relagéo

a porcentagem de contaminacao (Tabela 6).

Tabela 6. Resumo da analise de variancia para porcentagem de contaminacdo de sementes de
Sideroxylon obtusifolium aos 30 dias de cultivo in vitro, submetidas a diferentes tempos de imersédo
em hipoclorito de sédio.

FV GL QM
Tempos de imersao 3 5777.77*
Residuo 87
CVv 202.48

FV: Fonte de Variagdo; GL: Grau de Liberdade; QM: Quadrado Médio; CV: Coeficiente de Variacdo; * Valor
significativo ao nivel de 5% de significancia.

Conforme observado na Figura 3, 0 aumento do tempo de imersdo na solucéo de hipoclorito
de sodio proporcionou reducéo significativa da presenca de microorganismos no meio de cultura.
Quando submetidas a 10 min de imersdo em hipoclorito de sodio, a porcentagem de contaminagao

foi de 36%, estatisticamente superior ao tratamento com 25 min de imersdo que apresentou apenas
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3% de contaminacdo. Indicando assim, a eficiéncia do hipoclorito de s6dio na assepsia de sementes
de Sideroxylon obtusifolium.
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Figura 3. Porcentagem de contaminacdo de sementes de Sideroxylon obtusifolium, sob diferentes tempos de imerséo
em hipoclorito de sddio. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As barras indicam o desvio padréo.

Estes resultados corroboram os obtidos por Couto et al. (2004) cujo melhor tratamento para
assepsia de sementes de mogno (Swietenia macrophylla) foi a exposi¢do durante 30 e 20 min em
solucdo de hipoclorito de sodio a 2,5% e 5%, respectivamente. Em pesquisa realizada com as
sementes de acacia (Cassia multijuga), angico-vermelho (Parapiptadenea rigida), canafistula
(Pelptophorum  dubium), marica (Mimosa bimucronata) e timbalva (Entereolobium
contortisiliqguum), Muniz, Silva e Blume (2007) constataram a eficiéncia da assepsia das sementes
com hipoclorito de s6dio a 1% durante 5 min de imerséo.

O uso de hipoclorito de s6dio demonstrou ser eficaz também para a assepsia das sementes
de cartamo (Carthamus tinctorius L.), reduzindo a incidéncia de fitopatdgenos e promovendo
incremento na germinagdo em estudo realizado por Menegais et al. (2021). Estes autores
observaram que a imersdo das sementes de cartamo em hipoclorito de sddio 2,5% apresentou 17%
de contaminacdo, enquanto a imersdo em principio ativo de 5% durante 30 min registrou 12% de
sementes infestadas por microrganismos.

Para a assepsia de sementes de quixabeira, Souza et al. (2014) utilizaram fungicida

sistémico, deixando-as em imersdo durante 1 hora sob rotagdo de 80 rpm, seguidas de imersdo em
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hipoclorito de sodio a 2% por 20 min, e obtiveram 96% de plantas sem contaminacéo, no entanto
apos 20 e 30 dias observaram a presenca de bactérias no meio de cultura, demonstrando a ineficacia
desse protocolo. Em contrapartida, no presente estudo o tratamento com hipoclorito de sodio a 2%
durante 25 min mostrou-se como protocolo eficiente para a desinfestacdo de sementes de S.

obtusifolium e obtencdo de plantas livre de patdgenos.

5.1.3 Composicdo do meio de cultura na germinacao e crescimento inicial in vitro
A andlise de varidncia apresentada na Tabela 7 mostra que ndo houve diferenga
significativa (p < 0,05) para as varidveis porcentagem de germinagdo, planta matriz, nimero de
segmentos nodais e massa seca nos diferentes tratamentos: meio WPM e MS % combinados ou néo
com carvao ativado. J& as varidveis comprimento da parte aérea, nimero de folhas e comprimento
da raiz foram significativas (p < 0,05) para a adi¢do de carvao ativado ao meio de cultura (Tabela
7).

Tabela 7. Resumo da analise de variancia para as variaveis porcentagem de germinacdo (G%),
planta matriz (PM%), comprimento da parte aérea (CPA), nimero de segmentos nodais (NS),
numero de folhas (NF), comprimento da raiz (CR) e massa seca (MS) de Sideroxylon obtusifolium,
aos 30 dias de cultivo in vitro em diferentes tratamentos.

Quadrado médio

FV GL PM
0)
G%) o CPA NS NF CR MS
Meio 1 0,025 0.5062™ 3,6602" 0,5062™ 85562™ 0,0390™ 0,000040™

Carvéao 1 0,000™ 0.0562™ 30,2760 6,0062" 37,0562° 282,2265  0,000975"
Meio*Carvdo 1 0,000™ 0.0562"™ 8,5562" 0,1562" 13,8062™ 28,9850™ 0,000127"

Residuo 156

CV (%) 11,32 15358 36,82 74,45 29,44 40,67 27,23
FV: Fonte de Variagdo; GL: Grau de Liberdade; QM: Quadrado Médio; CV: Coeficiente de Variagao;
"Valor ndo significativo ao nivel de 5% de significancia. *Valor significativo ao nivel de 5% de significancia.

As sementes de quixabeira apresentaram altas taxas de germinacéo em todos os tratamentos
testados. O tratamento contendo meio MS % apresentou 100% de germinacdo das sementes sem
adicdo de carvéo e 97% de germinacéo na presenca de carvao ativado, sendo que nao foi observado
diferenca significativa entre os tratamentos. Em ambos os tratamentos com meio MS %2 ocorreu a
formagéo de 57% de planta matriz (Figura 4 A e B). No cultivo em meio WPM com adicéo de
carvao foi observado 95% de sementes germinadas, e 97% de germinacdo no meio WPM sem

adicdo de carvdo. No entanto, a presenca de carvao ativado ao meio resultou em media 73% de
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planta matriz, com bom crescimento e desenvolvimento, fornecendo explantes para multiplicacéo
in vitro (Figura 4C) contrastando com a planta cultivada no meio com carvdo como observado na
Figura 4D.

(2]

Figura 4. Planta matriz de Sideroxylon obtusifolium aos 30 dias de cultivo: (A) planta matriz pouco desenvolvida em
meio MS 1/2 sem carvdo; (B) planta matriz pouco desenvolvida em meio MS 1/2 com carvéo; (C) planta matriz em
meio WPM sem carvao; (D) planta matriz em meio WPM com carvao. Barra equivale a 1cm.

A composic¢do dos meios para o cultivo in vitro influencia varios processos metabdlicos,
exercendo efeito sobre o crescimento e a diferenciacdo dos tecidos (MALDANER et al., 2006).
Para a germinacdo in vitro de sementes de grapia (Apuleia leiocarpa), uma espécie ameacada de
extingdo devido ao uso intenso da madeira, os meios WPM e WPM %: foram os mais efetivos,
favorecendo 100% de germinacgdo (FABRIS; GERBER; SARTORETTO, 2016), assim como 0
meio WPM ¥ apresentou superioridade na germinacdo de sementes de ingazeiro, uma espécie
nativa do Cerrado (STEIN et al., 2007). Na germinacdo in vitro de ipé-amarelo (Tabebuia
serratifolia (\Vahl) G. Nicholson), Nery et al. (2008) ndo observaram diferenca significativa para o
efeito dos meios de cultura MS e WPM. Sementes de barbatiméo (Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville), uma espécie medicinal do Cerrado, foi cultivada em meio MS e WPM,
apresentando 92% de germinacdo, independentemente do tipo de meio (CASTRO et al., 2007),
corroborando com os resultados desse estudo, em que se obteve alto indice de germinacdo de
quixabeira para ambos os tipos de meios de cultura, ndo havendo diferenca estatistica para os meios
MS¥% e WPM.
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Alguns estudos mostram que a utilizagdo de meios com menor concentragdo de sais tem
apresentado melhores resultados na germinagdo e desenvolvimento de plantulas de espécies
lenhosas, como o baruzeiro (Dipteryx alata) (PINHAL et al., 2017) e o jenipapeiro (Genipa
americana L.) (ALMEIDA et al., 2013), nos quais 0s autores obtiveram maior porcentagem de
plantulas completas, com a utilizacdo do meio MS com diminuicao da concentracdo de sais.

Diversas formulacGes de meios basicos tém sido utilizadas no cultivo in vitro (NOGUEIRA
et al., 2004). Nesse sentido, Fermino Junior e Scherwinski-Pereira (2012) apontam que apesar de
ndo existir formulacdo padrdo para germinacao in vitro, 0 meio MS, com suas modificacGes e
diluices, tem sido utilizado com sucesso para diversas espécies. Para espécies lenhosas, entretanto,
0 meio MS ndo se mostra satisfatorio em alguns casos, e composi¢cdes mais diluidas em
macronutrientes apresentam melhor desempenho (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A adicdo de carvao ao meio de cultura mostrou melhores resultados no comprimento da
parte aérea, numero de folhas e comprimento da raiz em comparacédo a auséncia de carvao ativado,

conforme observado na tabela 8.

Tabela 8. Efeito do carvéo ativado no comprimento da parte aérea (CPA), numero de folhas (NF)
e comprimento da raiz (CR) de Sideroxylon obtusifolium, apds 45 dias de cultivo in vitro.

Carvéo (g L?) CPA (cm) NF CR (cm)
0 4,19b 8,53b 11,13b
1 5,06a 9,50a 13,78a

*Médias seguidas por letras iguais mailsculas na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Segundo Paulino et al. (2021), o carvédo ativado tem sido muito utilizado no meio para
cultivo in vitro, pois auxilia no desenvolvimento da plantula e na germinacéo, retirando a toxidade
liberada por sementes e por possuirem atividades relacionadas ao pH, controlando a acidez do meio.

No presente estudo, a adicdo de carvdo ao meio proporcionou plantas com maior
comprimento da parte aérea (5,06cm) em comparacao ao meio sem carvao. Esse efeito tambem foi
observado no cultivo de mangabeira, em que 0s autores constataram que, embora néo tenha diferido

estatisticamente, a adicdo de carvao ao meio aumentou em 55% o comprimento da parte aérea,
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demonstrando o efeito benéfico do carvéo ativado no sistema radicular, proporcionando um maior
alongamento da parte aérea (LEDO et al., 2007).

Apo6s 45 dias, as plantas de quixabeira cultivadas na presenca de carvdo ativado
apresentaram maior crescimento da raiz (13,78cm) quando comparadas as plantas cultivadas na
auséncia do carvao (11,13cm). No cultivo in vitro de mangabeira, Lédo et al. (2007) também
observaram que o comprimento da raiz principal apresentou maior comprimento no meio acrescido
com 2,0 g L de carvéo ativado. Isso pode ser associado ao fato de o carvéo estimular condicdes
de escuro, no qual as raizes se desenvolvem melhor devido a reducdo da incidéncia de luz na zona
de crescimento do sistema radicular, além de adsorver substancias toxicas que podem afetar o
desenvolvimento do explante (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

5.1.4 Efeito do &cido giberélico na germinacao e crescimento inicial in vitro
De acordo com a andlise de variancia, ndo houve diferenca significativa das concentracoes

do &cido giberélico (GA3) nas varidveis porcentagem de germinacao e planta matriz (Tabela 9).

Tabela 9. Resumo da anélise de varidncia para porcentagem de germinacdo (G%) e de planta
matriz (PM) de Sideroxylon obtusifolium, aos 20 dias de cultivo in vitro em diferentes tratamentos.

Quadrado Médio

FV GL G (%) PM (%)
Tratamento 5 0,0960™ 0,0546"
Residuo 24
CV (%) 75,28 261,75

FV: Fonte de Variacdo; GL: Grau de Liberdade; QM: Quadrado Médio; CV: Coeficiente de Variacdo; *Valor
significativo ao nivel de 5% de significancia.

Os resultados demonstram que embora ndo tenha existido influéncia do GAs ha germinacao,
esta apresentou alta porcentagem, que variou de 52 a 68% aos 20 dias de cultivo in vitro de
sementes de S. obtusifolium. Para a variavel presenca de planta matriz, também ndo foi observado
efeito do GAs, com porcentagens variando de 8 a 20% (Tabela 10). Em todos os tratamentos foi

possivel obter plantas com desenvolvimento satisfatorio para retirada do explante (Figura 7A-F).
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Tabela 10. Efeito do acido giberélico na porcentagem de germinacéo (G%) e de planta matriz (PM)
de Sideroxylon obtusifolium, cultivadas in vitro por 20 dias em diferentes meios de cultura.

Concentracao de GAs (UM) G% PM (%)
0,0 68a 20a
15 68a 08a
30 52a 12a
45 64a 08a
6,0 68a 12a
7,5 64a 08a

*Médias seguidas por letras iguais mailsculas na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Figura 7. Plantulas de Sideroxylon obtusifolium aos 20 dias de cultivo in vitro na presenca de &cido giberélico (A)
0,0 uM; (B) 1,5 uM; (C) 3,0 uM; (D) 4,5 uM; (E) 6,0 uM; (F) 7,5 uM. Barra equivale a 1cm.

Embora as concentragdes utilizadas no presente estudo ndo tenham sido eficientes para
quixabeira, o efeito benéfico do acido giberélico em baixas concentracfes na germinagédo e emissao
de plantula tém sido demonstrado em diversos estudos (GENEROSO et al., 2019; OLIVEIRA et
al., 2019; PINHEIRO et al., 2001; SOARES et al., 2007), uma vez que seu uso na fase de
germinacdo tem sido utilizado por melhorar o desempenho das plantulas e acelerar a velocidade de
emergéncia para sementes de diversas espécies.

Em estudo da germinacdo de sementes de mangabeira em condicdes in vitro, sob diferentes

concentracdes de GAs, Soares et al. (2007) obtiveram 90% de sementes germinadas em meio de
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cultura WPM, suplementado com 15 g L™ de sacarose e 0,578 uM de GAs, no entanto 0 aumento
das concentracdes levou a reducdo na germinacdo de sementes. Efeito semelhante também foi
observado por Pinheiro et al. (2001) em que concentracdes superiores a 0,867 uM de GA3
provocaram reducdo na germinagdo de sementes de mangaba. No entanto esse efeito inibitorio ndo
foi observado para sementes de quixabeira, uma vez que se obteve 64% de germinacao na presenca
de 7,5 uM de GAa. Isso ocorre porque as giberelinas tém papel chave na germinagao de sementes,
estando envolvidas tanto na superacdo da dorméncia como no controle de hidrélise das reservas,
como o amido, exercendo agdo positiva na sintese da enzima a-amilase, responsavel pelo
desdobramento dos carboidratos na germinacdo (BRAUN et al., 2010; WILLIAMS; PETERSON,
1973).

Além disso, as giberelinas sdo essenciais para 0 metabolismo de glicidios, que fornecem
energia as células, contribuindo para tornar o potencial osmotico celular mais negativo, fazendo
com gue ocorra maior fluxo de 4gua para o interior da célula, favorecendo sua expansao (BRAUN
etal., 2010; DAYKIN et al.,1997; HUTTLY:; PHILLIPS, 1995)

Dessa forma, sementes que apresentam diminuig@o na concentracao de giberelina, quando
tratadas com &cido giberélico na concentracdo adequada, apresentariam maior taxa e uniformidade
de germinacdo, principalmente pela sua atuacdo no alongamento celular, fazendo com que a raiz
primaria rompa os tecidos que restringem o seu crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2017). Sendo assim,
0 &cido giberélico é considerado ativador enzimatico enddgeno, que promove a germinacao e sua
aplicacdo exogena influencia o metabolismo proteico, podendo dobrar a taxa de sintese de proteinas
das sementes (BRAUN et al., 2010).
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6 MORFOGENESE IN VITRO

6.1.1 Efeito de BAP e ANA em segmento nodal
Conforme demonstra a andlise de variancia, a variavel porcentagem de explante responsivo
com broto (BR) teve resposta significativa (p <0,05) para a presenca dos reguladores BAP e ANA
de forma isolada (Tabela 11). Ja o efeito combinado desses reguladores influenciou de forma

significativa (p < 0,05) a porcentagem de explante responsivo com calos (CL) (Tabela 11).

Tabela 11. Resumo de Analise de Variancia para porcentagem de explante com broto (BR%) e
com calo (CL%) a partir do segmento nodal de Sideroxylon obtusifolium, no cultivo in vitro em
diferentes concentracdes de citocinina e auxina.

Quadrado Médio

FV GL
BR(%) CL(%)
BAP 4 3274.509* 27763.925*
ANA 2 65058.823* 21904.317*
BAP*ANA 8 1921.568" 3638.631*
Residuo 240 240
CV (%) 161,18 72,88

FV: Fonte de Variacdo; GL: Grau de Liberdade; QM: Quadrado Médio; CV: Coeficiente de Variacdo; *Valor
significativo ao nivel de 5% de significancia.

A presenca de brotos em segmentos nodais (Figura 8) apresentou maior média (51,7%) na
auséncia de ANA, enquanto a adicdo de 2 uM desse regulador apresentou apenas 1,17% de explante
com broto (Tabela 12) demonstrando que a presenca dessa auxina apresentou efeitos inibitorio na
formacéo de brotos.
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Figura 8. Formac&o de broto a partir do explante segmento nodal de Sideroxylon obtusifolium na presenga de 6-
benzilaminopurina e 4cido 1-naftaleno acético. Barra equivale a 1cm.

Tabela 12. VValores médios para a presenca de brotos, a partir de segmentos nodais de Sideroxylon
obtusifolium, em diferentes concentracdes de ANA.

ANA (uM) % de broto
0 51,76a
1 7,05b
2 1,17b

*Meédias seguidas por letras iguais na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

O uso de reguladores de crescimento vegetais desempenha papel fundamental no sucesso
do cultivo in vitro, uma vez que sua adi¢do ao meio de cultura desencadeia uma serie de respostas
morfogénicas envolvidas no crescimento e desenvolvimento das plantas (CAMPOS et al., 2013;
LEMOQOS, 2015; VIDAL,; DINIZ; SILVA, 2013). Dentre os hormdnios vegetais, as auxinas exercem
papel fundamental na expansdo, alongamento e divisdo celular, com destaque para o acido
naftalenoacético (ANA) (STEFANEL et al., 2022).

A maior formacdo de brotos em explante nodais em quixabeira ocorreu na auséncia do

regulador, indicando que ndo ha necessidade de uma fonte exdgena dessa substancia para a
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formagéo de estruturas vegetativas dentro do intervalo das concentragcfes testadas. Resultado
semelhante foi observado por Silva et al. (2013), em que observaram o maior numero de brotos
(0,97) para a espécie Caesalpinia pyramidalis em meio de cultura isento de reguladores vegetais.
Oliveira et al. (2016) também observaram que a auséncia de reguladores é efetiva para a
multiplicacdo de Hancornia speciosa.

Por outro lado, estudos tém mostrado a eficiéncia da suplementacdo de auxinas ao meio de
cultivo. Em pesquisa realizada com segmentos nodais de mogno, se fez necessario a utilizagéo de
0,05 uM de ANA para a formacéo de brotacdes (LAMEIRA; CORDEIRO; MENESES, 2005). Em
estudo realizado com Eugenia involucrata, 0 maior numero de brotagdes (1,33) foi verificado na
presenga de 2,0 uM de ANA quando comparadas a 4 uM (0,50) (STEFANEL et al., 2022),
resultado oposto ao encontrado nesse trabalho.

Como resultado para a analise do efeito de BAP na inducdo de brotos de quixabeira, a
utilizacdo de 2 uM apresentou média (31,37%) estatisticamente superior a observada na presenca
de 8 uM (9,80%), no entanto a auséncia desse regulador ndo apresentou diferenca estatistica para
as concentracgdes avaliadas (Tabela 13).

Tabela 13. Valores médios para a presenca de brotos em segmentos nodais de Sideroxylon
obtusifolium, sob diferentes concentracdes de BAP e cultivadas in vitro por 45 dias.

BAP (uM) % de broto
0,0 23,52ab
2,0 31,37a
4,0 17,64ab
8,0 9,80b
16,0 17,64ab

*Meédias seguidas por letras iguais na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

As citocininas atuam para estimular o desenvolvimento das gemas axilares, desencadeando
o crescimento e divisdes celulares que resultam no surgimento de brotacGes, além da quebra da
dominancia apical (VIEIRA; MONTEIRO, 2002), com concentra¢des que variam de acordo com
a espécie estudada. A adicdo de concentracbes acima do necessario podem induzir respostas
negativas, promovendo a fitotoxicidade e o encurtamento de entrenos das plantas cultivadas in vitro
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; XAVIER et al., 2003).

Com o objetivo de estabelecer um protocolo de micropropagagdo para Dioscorea

multiflora, Souza et al. (2011) obtiveram 80% de explantes com brotos na presenca de 0,44 uM de
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BAP. Ainda de acordo com esses autores, concentracoes de BAP superiores a 4,44 uM podem ter
causado um efeito fitotoxico nos explantes, com menor numero de brotos, comparado ao resultado
obtido em 0,444. Resultados semelhantes foram observados para a multiplicacdo de Toona ciliata
(ROMANIUK et al., 2022), Aspidosperma polyneuron (RIBAS et al., 2005), Cabralea canjerana
(ROCHA et al., 2007) e Amburana cearensis (CAMPOS et al., 2013). Em contrapartida, a adigdo
de 22,2 uM de BAP ao meio, maximizou a formagdo de brotos em mangabeira (SOARES et al.,
2007), semelhante ao observado para Amburana acreana, em que a formacgéo do maior nimero de
brotos ocorreu com a concentracio de 17,76 uM de BAP (FIRMINO JUNIOR; SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2012).

No presente estudo, foi verificada a presenca de um broto por explante e a adicdo de BAP
ndo resultou em diferenca estatistica na inducéo de brotos de quixabeira, 0 que requer avaliacdo de
citocininas mais potentes para otimizar a multiplicacdo da espécie. No entanto, pode se observar
que a presenca de 2 uM dessa citocinina gerou um incremento na porcentagem de explante com
broto. Essa diversidade de resultados com variadas concentragdes e tipos de regulador, embora
seja determinante para o cultivo in vitro, o crescimento e desenvolvimento das plantas envolve
fatores enddgenos e exdgenos que depende da espécie de interesse (CALDAS et al., 1998;
CAMPOS et al., 2013).

Ao analisar a presenca de calos, constatou-se que a utilizagdo de 1 uM de ANA sem adicéo
de BAP apresentou média (94,11%) estatisticamente superior as médias do controle (52,94%) e da
combinagdo de 1 uM de ANA com 8 uM de BAP (41,17%) (Tabela 14), o que demonstra que a
baixa concentracdo da auxina isolada é suficiente para formacéo de calos. Embora a combinacéo
de 16 uM de BAP com 2 uM de ANA também tenha registrado média de 94,11% a adicdo de BAP

ndo é necessaria, o que resulta em um menor custo no cultivo in vitro da quixabeira.

Tabela 14. Valores médios para a presenca de calos em segmentos nodais de Sideroxylon
obtusifolium, em diferentes concentracfes de BAP e ANA e cultivados in vitro por 45 dias.

BAP (uM)
ANA (M) 0 2 4 8 16
0 52,94Ba 64,70Aa  41,17Bab 5,94Bb 41,17Bab
1 94,11Aa 82,35Aa 82,35Aa 41,17Ab 64,70ABab
2 82,35ABa  5882Aa  64,70ABa 5,88Bb 94,11Aa

*Meédias seguidas por letras iguais maidsculas na coluna e minusculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro.
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Auxina e citocinina interagem de maneira a controlar muitos aspectos do crescimento e
diferenciacéo, sugerindo uma rede de interacédo de sinais (PINO-NUNES, 2009). Esses reguladores
atuam de formas variadas nas respostas fisiologicas, a citar o efeito sinérgico a partir da
combinacdo entre auxina e citocinina na divisdo celular, assim como o efeito antagbnico no
controle de brotos ou raizes laterais (COENEN; LOMAX, 1997). Observa-se que o nivel elevado
de citocinina em relagdo a auxina proporciona formacéao de brotos, de forma oposta, ha formacao
de raizes, e em concentracdes semelhantes entre os dois reguladores ocorre a formacéo de calos
(KRIKORIAN, 1995).

A formacao de calos em segmentos nodais de quixabeira ocorreu em todos os tratamentos,
mesmo na auséncia de reguladores vegetais. Resultado oposto foi encontrado por Navroski et al.
(2012), em que na auséncia de ANA e de BAP néo ocorreu a formacdo de calos para a espécie
Satureja hortensis. Ja em estudos realizados por Oliveira, Freire e Aloufa (2016) a adi¢do de BAP
e ANA promoveu a formacdo de calos em Hancornia speciosa, uma espécie arborea nativa do
Nordeste de grande importancia ambiental e medicinal, com média de 40% de calos na presenca
de 15,54 uM BAP e 75% na concentracdo de 2,685 uM de ANA. Ainda segundo estes autores, foi
possivel observar um aumento na taxa de formacao de calos conforme o aumento das concentracdes
desses reguladores (OLIVEIRA; FREIRE; ALOUFA, 2016). Em plantas herbaceas, a formacao de
calos a partir de segmentos do caule da variedade Naga Chili (Capsicum chinense Jacqg.) foi obtida
com a utilizacdo da combina¢do de 13,32 uM de BAP com 5,37 uM de ANA, apresentando 91%
de inducdo (RAJ; GLINT; BABU, 2015).

Em relacdo a textura, constatou-se calos friaveis, compactos e calos com partes friaveis e
compactas simultaneamente para quixabeira. Resultado semelhante foi observado na formacéo de
calos de catingueira que apresentam, em sua maioria, regides compactas e friaveis no mesmo calo
(CARVALHO-FILHO, 2021). Calos friaveis apresentam caracteristicas meristematicas, sendo
mais propicios a embriogénese soméatica (VASCONCELOQOS et al., 2012) além de serem favoraveis
ao cultivo de células em suspensao, devido a facilidade de se desintegrarem quando manipulados
(BARRUETO CID, 1992; NAVROSKI et al., 2012), enquanto calos compactos possuem maior
potencial organogénico por serem mais coesos (VASCONCELOS et al., 2012).

No que diz respeito a coloragdo, foram observados calos que variaram de tons claros a

escuros, com coloracdo esbranquicada, marrom e verde, tendo sido observado também a coloracéo
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rosa, e a presenca de mais de uma cor por calo, com ampla variacdo de tamanho (Figura 9). De
acordo com Carvalho-Filho (2021), a presenca de mais de uma cor no calo estd associada a
variabilidade genética da espécie em estudo. Além disso, a coloragdo apresentada nos calos é um
indicativo da producdo de metabolitos secundarios, a citar a tonalidade rosa, que sugere a presenca
de antocianinas, como o verificado por Porto et al. (2020), em que a presenca desse composto

fitoquimico na espécie Byrsonima gardneriana foi maior em calos de cor rosa.

Figura 9. Variacdo na coloracdo de calo no segmento nodal de Sideroxylon obtusifoliuym sob diferentes
concentragdes de 6-benzilaminopurina e acido 1-naftaleno acético. Barra equivale a 1cm.

6.1.2 Efeito de BAP e ANA em segmento de hipocétilo
A andlise de variancia apontou que a combinagao de BAP e ANA foi significativa (p <0,05)
paraa variavel porcentagem de explante com brotos (Br) e com calos (CI) de S. obtusifolium (Tabela
15).

Tabela 15. Resumo da analise de variancia para porcentagem de broto (Br%) e porcentagem de
calo (Cl%) a partir do hipocotilo de Sideroxylon obtusifolium, no cultivo in vitro em diferentes
concentracdes de citocinina e auxina.

Quadrado Médio

FV GL
Br(%o) Cl(%0)
BAP 4 266.66" 7100.00*
ANA 2 266.66™ 18200.00*
BAP*ANA 8 266.66* 5200.00*
Residuo 135 135
CV (%) 816.50 92,82

FV: Fonte de Variagdo; GL: Grau de Liberdade; QM: Quadrado Médio; CV: Coeficiente de Variagdo; *Valor
significativo ao nivel de 5% de significancia.
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A combinacdo de 4 uM de BAP e 2 uM de ANA, resultou em 100% de explantes com a
formacéo de calos, ja 0 aumento no nivel da citocinina, acarretou na diminui¢do na porcentagem

de formagé&o de calos, indicando um efeito fitotoxico desse regulador de crescimento (Tabela 16).

Tabela 16. Valores médios para a presenca de calos (%), a partir de segmentos nodais de
Sideroxylon obtusifolium, em diferentes concentracdes de BAP e ANA.

BAP (M)
ANA (UM) 0 2 4 8 16
0 60Aa 20Ba 50Ba 10Aa 40Aa
1 60Aa 60ABa 10Ba 50Aa 10Aa
2 90Aab 70Aab 100Aa 40Ab 50Aab

*Meédias seguidas por letras iguais maitsculas na coluna e mintasculas na linha, ndo diferiram entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Esse resultado justifica-se, pois, 0 balanco hormonal entre os niveis de citocininas e auxinas,
exogenas e endogenas do calo, podem tanto estimular a proliferacdo celular como exercer um efeito
antagbnico, reduzindo a multiplicacdo dos mesmos (RODRIGUES; ALMEIDA, 2010). Na
multiplicacdo de espécies herbaceas como a Physalis peruviana, houve 85% de formacéo de calos
no hipocotilo em meio contendo 2,22 uM de 2,4-D (MASCARENHAS, 2019). Em estudos com
Physalis ixocarpa variedade verde, Alvarado et al. (2021) obtiveram maior taxa (52%) de formacéo
de calos no explante hipocétilo na presenca de BAP e ANA. A combinacgdo de 5,37uM de ANA e
6,66 uM de BAP, foi positiva na formag@o de calos em hipocoétilo da espécie Nigella sativa
(PRAMONO; HARIJATI; WIDORETNO, 2021). A combinacdo de BAP e 2,4-D também foi
eficiente para a formacéo de calos em hipocétilo de Astragalus adsurgens (LUO; JIA, 1998). Essa
variedade de tipos de explantes e regulador no cultivo in vitro de espécies herbaceas é amplamente
relatado e a resposta desencadeada depende da espécie de interesse.

Em estudo com Hibiscus sabdariffa, Sobrinho e Santos (2021) demonstraram que a
producéo de biomassa calogénica, ¢ uma alternativa viavel para producao continuada de compostos
farmacoldgicos quando comparada aos métodos tradicionais em ambiente natural. Pesquisas dessa
natureza sdo valiosas uma vez que os calos podem ser utilizados para a producgao em larga escala
de metabolitos secundarios. No que se refere as plantas medicinais, a producdo de compostos
fitoquimicos bioativos, que podem ser utilizados no tratamento de diversas doengas, podem ser
extraidos do calo produzido in vitro, reduzindo a exploracdo de espécies ameacadas de extingdo
(EFFERTH, 2019).
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Verificou-se no presente estudo calos com uma ampla diversidade de textura que variaram
entre fridveis, compactos ou misto, e cores esbranquicada, marrons, verde e rosa (Figura 10). Essa
diversidade de cores e textura, estd relacionado ao potencial embriogénico e organogénico dos
calos (NASUTION; NASUTION, 2019).

Figura 10. Diferenca na oloracdo de calo no hipocétilo de Sideroxylon. obtusifoliuym sob diferentes concentracfes
de 6-benzilaminopurina e acido 1-naftaleno acético. Barra equivale a 1cm.

A formacéo de brotos ocorreu apenas na presenca de 2,0 uM BAP e 1,0 uM de ANA, sendo
observado uma média de 20% de explantes com brotos de quixabeira e 1 broto por explante (Figura
11). Essa baixa porcentagem na formacéo de brotos pode ser explicada, pois como sugerem
Campos et al. (2013), o crescimento e desenvolvimento de plantas cultivadas in vitro dependem
além da acdo direta de reguladores vegetais, do genotipo, condi¢des da planta matriz, dentre outros

fatores.
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Figura 11. Formacéo de broto a partir do segmento de hipocétilo de Sideroxylon. obtusifolium na presenca de 6-
benzilaminopurina e acido 1-naftaleno acético. Barra equivale a 1cm.

6.1.3 Efeito de BAP na inducéo de broto em segmento apical
A anélise de variancia apresentada na Tabela 17 mostra que a formacdo de calos em
segmento apical foi significativa (p < 0,05), ja para a formac&o de brotos n&o foi observado efeito

significativo (p < 0,05) dos tratamentos.

Tabela 17. Resumo da andlise de variancia para porcentagem de explante responsivo com calo
(ClI%) e explante responsivo com broto (Br%) em segmento apical de Sideroxylon obtusifolium,
aos 120 dias de cultivo in vitro sob diferentes concentracdes de citocinina.

Quadrado Médio

FV GL Cl (%) Br (%)
Tratamento 4 0,65* 0,1
Residuo
CV (%) 142,72 298,14

FV: Fonte de Variacdo; GL: Grau de Liberdade; QM: Quadrado Médio; CV: Coeficiente de Variagdo; *Valor
significativo ao nivel de 5% de significancia.



49

Conforme apresentado na tabela 18, a presenga de calos na concentracéo de 0,5 uM de BAP

apresentou média (70%) estatisticamente superior as médias obtidas em 1,5 uM (10%) e 2,0 uM

(10%).

Tabela 18. Valores médios para a presenca de calos em segmento apical de Sideroxylon
obtusifolium, sob diferentes concentracdes de BAP cultivadas in vitro por 120 dias.

BAP (uM) % de calos
0 20ab
0,5 70a
1,0 40ab
15 10b
2,0 10b

*Meédias seguidas por letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Dentro da classe de fitohormonios, as citocininas atuam estimulando a diviséo celular, na
regulacdo da parte aérea e da raiz, no crescimento de folhas, entre outras fungdes fisiologicas
(VANKOVA, 2014). De acordo com Dar et al. (2021), os niveis de citocininas endégenos e
exogenos sao fundamentais para a formacao de calos em diversas espécies de plantas e exercem
influéncia na formacao de calos promovendo diminuicdo na lignificacdo da parede celular.

Corroborando os resultados do presente trabalho, Navroski et al. (2012) constataram que a
utilizacdo de 19,45 uM de BAP promoveu formacéo de calos no cultivo de Satureja hortensis. Em
estudo com Jatropha curcas, Shamsiaha et al. (2011) também relataram a necessidade de BAP na
inducdo de calos. Greco (1984) aponta que a presenca de BAP pode aumentar o nivel de outro
horménio pela promocéo da biossintese ou inibicdo do metabolismo degradativo.

Durante o processo de morfogénese, 0os hormdnios vegetais auxinas e citocininas séo
requeridos por desencadear diferentes respostas na planta. As auxinas sdo responsaveis pelo
alongamento e divisdo celular, dominancia apical e desenvolvimento de raizes (TAIZ; ZEIGER,
2017). Por sua vez, as citocininas atuam promovendo a divisdo celular, o crescimento de
meristemas e regulando a senescéncia celular (PAIVA PORFIRIO et al., 2019).

As auxinas presentes no segmento apical podem atuar inibindo o acimulo de citocininas,
promovendo a dominancia apical, j& as citocininas inibem alguma acéo das auxinas, promovendo
a quebra da dominancia apical (MONFORT et al., 2012). Além do balanco hormonal, o tipo de
explante utilizado é primordial para o sucesso do cultivo in vitro (GRATAPAGLIA; MACHADO,
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1998). No cultivo in vitro do pimenté&o (Capsicum annuun) o segmento apical apresentou resposta

satisfatoria na inducdo de calos (BARBOSA et al., 1994). Em estudo realizado com ipé-roxo-de-

sete-folhas (Tabebuia heptaphylla) foi observada a maior formagdo de calos em explante de

segmento apical em meio contendo BAP (HIGA, 2006).

6.2 Quantificacdo bioquimica

Atraveés da andlise bioquimica dos calos obtidos a partir do explante hipocétilo e segmento

nodal, verificou-se o teor de agUcares solUveis totais (AST), acUcares redutores (AR), proteinas e

amino&cidos (Figura 12).
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Figura 12. Quantificagcdo bioquimica de calos obtidos a partir do segmento nodal e hipocétilo de Sideroxylon
obtusifolium. Teor de aglcar soltvel total (A); teor de aglcar redutor (B); Teor de proteina (C); Teor de aminoacido

(D) aos 90 dias de cultivo in vitro.

Analisando a producio de AST em quixabeira se constatou um teor de 313,94 mg g* MF

em calos no segmento nodal e 213,83 mg g™* MF em calos no hipocdtilo apds 90 dias de cultivo in

vitro (Figura 12A). Esse alto teor de AST pode ser justificado pela absorcdo de sacarose adicionada

ao meio de cultura, a qual pode ser quebrada em monossacarideos como a glicose para obtengdo

de energia.
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Os carboidratos sdo fornecedores de carbono estruturais para processos biossintéticos
(MEIRA, 2019), atuam também como agentes osmaticos e para a manutengdo da integridade da
membrana plasméatica (THELANDER; LANDBERG; SUNDBERG, 2018). Os teores de ASTs
caracterizam as fases de desenvolvimento celular que podem demandar maior producdo de
compostos metabolicos especificos (SERRA, 1999). Além disso, esses agucares indicam niveis de
reserva para o crescimento vegetal (PASSOS, 1996), podendo ser degradado e utilizado na
composi¢do de nucleotideos formando novas fitas de DNA durante a divisdo celular (SERRA,
1999).

Em estudo bioquimico de calos obtidos a partir de explantes foliares para aroeira-do-sertéo,
Vasconcelos et al. (2012) observaram um teor de AST de 43,32 mg g ** MF, resultado muito inferior
ao verificado no presente estudo. O elevado teor de AST (3,3368g) também foi observado em
estudos com a espécie Jatropha curcas aos 105 dias de cultivo (SANTOS et al., 2010) e Copaifera
langsdorffii (3,3368mg de glicose) aos 84 dias de cultivo (AZEVEDO, 2003), indicando a
variabilidade no teor de aglcar em calos de espécies lenhosas.

Para o AR o teor quantificado em quixabeira para o hipocotilo foi de 1,07 mg g* MF e para
o segmento nodal de 1,08 mg g* MF aos 90 dias de cultivo in vitro (Figura 12B). Aclcares
redutores podem ser metabolizados e utilizados como fonte de energia e esqueleto de carbono para
outras estruturas (SILVA et al., 2020) e sdo os primeiros agucares consumidos no metabolismo
celular devido a sua maior reatividade do que os acucares ndo redutores (CARVALHO et al., 2013).
A andlise de calos em folhas de castanha-do-brasil, revelou baixo teor de AR aos 60 dias de cultivo,
sugerindo que os explantes ndo absorveram a sacarose presente no meio de cultura e que o AR foi
consumido para produzir energia (SERRA, 1999).

Em relagio ao teor de proteinas os calos do hipocétilo tiveram 3,83 mg g MF e do
segmento nodal 2,58 mg g! MF (Figura 12C). As proteinas sdo 0s principais compostos
macromoleculares das células, formados por longas cadeias especificas de aminoacidos unidos
através de ligacdes peptidicas, dessa forma cada proteina é formada por uma sequéncia unica que
determinara sua funcdo na célula vegetal (MEIRA, 2019; TAIZ; ZEIGER, 2017). O aumento no
teor de proteinas é um indicativo de mudangas no metabolismo celular, uma vez que ha a
necessidade de proteinas especificas para garantir que suas func¢bes sejam executadas (MULLER,
2008). Esse incremento aos 90 dias pode ocorrer devido a utilizacdo de aminoacidos formados ou
absorvidos anteriormente a partir da degradacéo de carboidratos.
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Na quantificacdo dos aminoacidos foi verificada 171,23 mg g MF para o hipocétilo e
171,36 mg g* MF para o segmento nodal de quixabeira (Figura 12D). A sintese de aminodacido esta
envolvida diretamente no desenvolvimento da planta (NASCIMENTO-GAVIOLI etal., 2017). Em
calos de explantes foliares para aroeira-do-sertio o teor de aminoacidos (3,147 mg g MF) foi
menor do que o observado para quixabeira. Santos et al. (2010) relatam que o teor de aminoacidos
em Jatropha curcas alcangou niveis elevados no dia da inoculagdo, possivelmente devido ao
contedo endogeno do explante e elevacdo no 63° dia, indicado que ocorreu absorcdo dos
aminoéacidos contidos no meio de cultura. A relacdo entre aminoacidos e proteinas € notavel quando
se compara 0 baixo teor de aminoacido nos calos originados no hipocétilo com o incremento de
proteinas no mesmo explante (Figura 12 C e D). Para o segmento nodal foi observado um elevado
teor de amino&cido e baixo teor de proteina, sugerindo que esses aminoacidos ainda ndo foram

utilizados na sintese proteica (Figura 12 C e D).

6.3 Analise fitoquimica
A prospeccdo fitoquimica dos extratos metandlicos de quixabeira foi positiva para a
presenca de metabdlitos secundarios agrupados em trés classes distintas: alcaloides, cumarinas e

saponinas e negativa para flavonoides e antocianinas (Tabela 19).

Tabela 19. Triagem fitoquimica qualitativa de calos oriundos do explante hipocétilo e segmento
nodal de Sideroxylon obtusifolium aos 90 dias de cultivo in vitro.

Metabolitos Secundéarios Hipocotilo Segmento nodal
Alcaloides + +
Cumarinas + +
Saponinas + +

Flavonoides - -

Antocianinas - -

(+) Presenca do metabdlito; (-) auséncia do metabolito

Compostos secundarios presentes nas plantas podem ser produzidos como resposta ao
estresse ambiental e ao ataque de patégenos, auxiliam na dispersdo de frutos e sementes por atrair
polinizadores devido a producdo de cor, cheiro ou sabor e na producdo de compostos
farmacologicos ativos, atuando na prevencao e tratamento de diversas enfermidades (BHATLA,
2018).
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Em andlises fitoquimicas realizadas com extrato metanolico obtido das folhas de
Sideroxylon obtusifolium coletadas em campo, Aquino et al. (2019) relataram a presenca de
diversas classes de metabdlitos, entre eles: fendis; taninos pirogalicos, flavonoides, catequinas e
alcaloides. A presenca de fendis e flavonoides demonstram a atividade anti-inflamatdria dessa
especie (AQUINO et al., 2019; LEITE, et al., 2015), visto que extratos vegetais ricos nessa classe
de metabdlitos reduzem inflamacgdes por eliminar superdxidos que participam da cascata da
inflamacdo (VATTEN; SHETTY, 2005), e por possuir a capacidade de atravessar as membranas
celulares e realizar sua atividade bioldgica (BHATLA, 2018).

A triagem fitoquimica da entrecasca de S. obtusifolium revelou a presenca de flavondis,
flavanonas, flavondides, fendis, saponinas, esteroides, taninos, triterpenos e xantonas,
demonstrando atividade antinociceptivas e anti-inflamatérias, (ARAUJO-NETO et al., 2010). Os
compostos fenolicos apresentam em sua estrutura seis carbonos contendo um anel aromatico (anel
benzénico) com um ou mais grupos funcionais hidroxila como unidade quimica basica (BHATLA,
2018). Dentre a categoria de compostos fendlicos, os flavonoides atuam inibindo enzimas como a
ciclo-oxigenase, lipoxigenase e NAPH-oxigenase, além de inibir a desgranulacédo de neutréfilos,
diminuindo assim a adesdo de células inflamatdrias ao endotélio e a resposta inflamatdria
(ODONTUYA; HOULT; HOUGHTON, 2005; NIJVELDT et al., 2001), corroborando com o
potencial antioxidante e anti-inflamatdrio de quixabeira, devido a presenca de flavonoides (LEITE
et al., 2015).

Os taninos sdo uma mistura de derivados fendlicos que podem se ligar e desnaturar
proteinas, atuam impedindo a alimentacdo de herbivoros, e funcionam como compostos
alelopaticos inibindo o crescimento de outras plantas (BHATLA, 2018). Eles atuam na inibicao
das enzimas oxido nitrico sintase induzivel e ciclo-oxigenase, além de apresentar propriedades
cicatrizantes (CARVALHO, 2004).

Dentre os compostos verificados para quixabeira estdo as cumarinas, que funcionam como
agentes antimicrobianos, antiviral, anti-inflamatdria, antiespasmadica, antitumoral, anticoagulante,
broncodilatadora e antioxidante (HOULT; PAYA, 1996), e as saponinas, que sio glicosideos de
esteroides ou glicosideos triterpénicos e atuam na protecdo contra patdégenos fungicos (BHATLA,
2018).

Embora existam trabalhos que apontam para a produgdo de compostos secundarios em

quixabeira, este trabalho € pioneiro na analise fitoquimica no cultivo in vitro. Estudos dessa



54

natureza sdo importantes porque permitem a producdo controlada de metabolitos secundarios em
larga escala, independentemente de fatores ambientais que podem afetar a producdo desses
compostos na planta inteira em quantidades elevadas (NEPOMUCENO, 2012).
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7 CONCLUSAO

O uso de hipoclorito de sodio 2% durante 20 min é eficiente para assepsia das sementes de
Sideroxylon obtusifolium.

O meio WPM com adicdo de carvdo ativado é indicado na germinacdo de sementes e
desenvolvimento de plantulas.

O uso de GA3 ndo influencia a germinagdo das sementes de quixabeiras nas concentragoes
testadas.

O uso de 2 uM de BAP ¢é competente na formacdo de brotos em segmentos nodais.

E possivel a formagio de calos em segmento nodal com 1 pM de ANA, e em hipocétilo
com a combinacdo de 4 uM de BAP e 2 uM de ANA.

A formacdo de calos em segmento apical é possivel utilizando 0,5 uM de BAP.

Os calos de hipocétilo e segmento nodal apresentam alto teor de AST.

Calos obtidos do hipocétilo apresentam alto teor de proteinas em comparagéo ao teor de
aminoéacido e para calos oriundos do segmento nodal obteve-se resposta inversa.

Os calos de quixabeira possuem 0s seguintes metabolitos secundarios: alcaloides,
cumarinas e saponinas.

A cultura de tecidos é considerada como alternativa sustentavel para minimizar os impactos

causados pela exploracdo antrdpica e extrativista para a espécie.



56

8 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

ALBERTS, Bruce et al. Fundamentos da Biologia Celular-4. Artmed Editora, 2006.

ALBUQUERQUE, U. P. de. et al. Use and extraction of medicinal plants by the Fulni-0 indians
in northeastern Brazil-implications for local conservation. Sitientibus série Ciéncias
Bioldgicas, v. 11, n.2, p. 309-320, 2011. Disponivel em:
http://periodicos.uefs.br/index.php/sitientibusBiologia/article/view/78. Acesso em: 11 ago. 2020.

ALMEIDA CANCADO, G. M. de. et al. Cultivo de plantas in vitro e suas aplica¢des. Informe
Agropecuério, Belo Horizonte, v. 30, n. 253, p. 64-74, 2009. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/profile/Geraldo _Cancado/publication/234059674 Cultivo_de plant
as_in_vitro_e suas_aplicacoes/links/0912f50eb6cbh940d04000000/Cultivo-de-plantas-in-vitro-e-
suas-aplicacoes.pdf. Acesso em: 16 ago. 2020.

ALEMIDA JR. E.B.de.; SILVA, A.N. F.da.; ZICKEL, C. S. Nova ocorréncia de Manilkara
triflora (Sapotaceae) para o litoral do Maranhdo, nordeste do Brasil. Revista Tropica; Ciéncias
Agrarias e Bioldgicas. v.10, n. 1, 2018. Disponivel em;
http://www.periodicoseletronicos.ufma.br/index.php/ccaatropica/article/view/6307/6223. Acesso em:
04 jul. 2021

ALMEIDA, C. dos S. et al. Efeito do meio de cultura na germinacéo in vitro
jenipapeiro. Scientia Plena, v. 9, n. 10, 2013. Disponivel em:
https://scientiaplena.org.br/sp/article/view/1537/901 Acesso em 25 jan. 2023.

ALVARADO, D. Z. et al. In vitro morphogenesis of Physalis ixocarpa Brot ex. Horm. Pesquisa
Agropecuaria Tropical, v. 51, p. 69416, 2021. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/pat/a/7VIVR5KH56PbFnXF3rjDWGH/?format=pdf&lang=en Acesso em
21 jan. 2024

ANDRADE, S. R. M. de. Principios da cultura de tecidos vegetais. Embrapa Cerrados-
Documentos (INFOTECA-E). p. 16, 2002. Disponivel em:
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/546466/1/doc58.pdf. Acesso em 17 ago.
2020.

ARAUJO-NETO, V. de. et al. Therapeutic benefits of Sideroxylon obtusifolium (Humb. ex
Roem. & Schult.) T.D. Penn., Sapotaceae, in experimental models of pain and inflammation.
Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 20, n. 6, p. 933-938, 2010. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/rbfar/a/Nndg3zvjmxByX4w4jHnDcmw/?format=pdf&lang=en Acesso
em: 04 jul. 2021.

ARMSTRONG, K. Systematics and biogeography of the pantropical genus Manilkara
Adans. (Sapotaceae). Doctor of Philosophy, Institute of Evolutionary Biology School of
Biological Sciences, University of Edinburgh & Royal Botanic Garden Edinburgh. p. 226, 2010.


http://periodicos.uefs.br/index.php/sitientibusBiologia/article/view/78
https://www.researchgate.net/profile/Geraldo_Cancado/publication/234059674_Cultivo_de_plantas_in_vitro_e_suas_aplicacoes/links/0912f50eb6cb940d04000000/Cultivo-de-plantas-in-vitro-e-suas-aplicacoes.pdf
https://www.researchgate.net/profile/Geraldo_Cancado/publication/234059674_Cultivo_de_plantas_in_vitro_e_suas_aplicacoes/links/0912f50eb6cb940d04000000/Cultivo-de-plantas-in-vitro-e-suas-aplicacoes.pdf
https://www.researchgate.net/profile/Geraldo_Cancado/publication/234059674_Cultivo_de_plantas_in_vitro_e_suas_aplicacoes/links/0912f50eb6cb940d04000000/Cultivo-de-plantas-in-vitro-e-suas-aplicacoes.pdf
http://www.periodicoseletronicos.ufma.br/index.php/ccaatropica/article/view/6307/6223
https://scientiaplena.org.br/sp/article/view/1537/901
https://www.scielo.br/j/pat/a/7V9vR5KH56PbFnXF3rjDWGH/?format=pdf&lang=en
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/546466/1/doc58.pdf
https://www.scielo.br/j/rbfar/a/Nndq3zvjmxByX4w4jHnDcmw/?format=pdf&lang=en

57

AZEVEDO, K. de S. Inducéo e Analises bioquimicas de calos e Aspectos da anatomia foliar
de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.). 2003. 86 p. Dissertacdo (Mestrado em agronomia)
Universidade Federal de Lavras.

BARBOSA, D. D. A. Etnobotéanica e screening fitoquimico de Sideroxylon obtusifolium
(Roem. & Schult.) TD Penn. (Quixabeira), Cabaceiras, Semiarido da Paraiba. 2018. p. 108.
Dissertacdo (Mestrado em Desenvolvimento e Meio Ambiente) — Universidade Federal da
Paraiba. Disponivel em:
https://repositorio.ufpb.br/jspui/bitstream/123456789/14505/1/Arquivototal.pdf. Acesso em: 11
ago. 2020.

BELTRAO, A. E. S. et al. In vitro biomass production of Sideroxylon obtusifolium (Roem &
Schult). Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 18, p. 696-698, 2008. Disponivel em:
https://www.scielo.br/pdf/rbfar/v18s0/a10v18s0.pdf. Acesso em: 11 ago. 2020.

BALESTRIN, J. T. et al. Uso de plantas medicinais em uma comunidade rural do municipio de
Sertdo, Norte do Rio Grande do Sul. Brazilian Journal of Development, v. 6, n. 11, p. 84391-
84405, 2020. Disponivel em:
https://www.brazilianjournals.com/index.php/BRJD/article/view/19260 Acesso em 15 fev. 2022.

BARBOSA, M. H. P. et al. Efeito de reguladores de crescimento e tipo de explantes na
morfogénese in vitro de Capsicum annuum L. Ciéncia Rural, v. 24, p. 67-72, 1994.

BARRUETO CID, L. P.; ZIMMERMANN, M. J. A. Contaminacdo in vitro de plantas. Boletim
de Pesquisa e Desenvolvimento, Brasilia, DF: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, p.
20, 2006.

BHATLA, S. C. Plant growth regulators: an overview. Plant physiology, development and
metabolism, p. 559-568, 2018.

BORGES, E. E. de L. et al. Alteracdes fisiologicas em sementes de Tachigalia multijuga (Benth.)
(mamoneira) relacionadas aos métodos para a superacio da dorméncia. Revista Arvore, v. 28, n.
3, p. 317-325, 2004. Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/rarv/v28n3/21597.pdf. Acesso em:
18 ago. 2020.

BOSCOLDO, O. H.; SENNA VALLE, L. de. Plantas de uso medicinal em Quissama, Rio de
Janeiro, Brasil. Iheringia, Série Botanica., v. 63, n. 2, p. 263-278, 2008. Disponivel em:
https://isb.emnuvens.com.br/iheringia/article/view/149/156. Acesso em 11 mar. 2023.

BUKATSCH, Franz. Bemerkungen zur doppelfarbung astrablau safranin. Mikrokosmos, v. 61,
n. 8, p. 255, 1972.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical biochemistry, v. 72, n. 1-2,
p. 248-254, 1976


https://repositorio.ufpb.br/jspui/bitstream/123456789/14505/1/Arquivototal.pdf
https://www.scielo.br/pdf/rbfar/v18s0/a10v18s0.pdf
https://www.brazilianjournals.com/index.php/BRJD/article/view/19260
https://www.scielo.br/pdf/rarv/v28n3/21597.pdf
https://isb.emnuvens.com.br/iheringia/article/view/149/156

58

BRAUN, H. et al. Germinacdo in vitro de sementes de beterraba tratadas com acido giberélico
em diferentes concentrac@es de sacarose no meio de cultura. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 31,
n. 3, p. 539-545, 2010. Disponivel em: https://www.redalyc.org/pdf/4457/445744097002.pdf
Acesso em 25 jan. 2023.

BRISKIN, D. P. Medicinal plants and phytomedicines. Linking plant biochemistry and
physiology to human health. Plant physiology, v. 124, n. 2, p. 507-514, 2000.

CASTRO, A. H. F. et al. Cultivo in vitro e aspectos da anatomia foliar de Barbatimé&o
[Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville Fabaceae Papilionoideae]. Plant Cell Culture &
Micropropagation, v. 3, n. 2, p. 61-68, 2007. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/profile/ Aparecida-

Araujo/publication/304380840 Efeito _da concentracao _de sacarose e qualidade de luz_na pr
opagacao_in_vitro_de plantulas_de orquidea/links/576d7ca708ae842225a407fh/Efeito-da-
concentracao-de-sacarose-e-qualidade-de-luz-na-propagacao-in-vitro-de-plantulas-de-
orquidea.pdf#page=12 Acesso em 21 jan. 2024.

CAMPOQOS, V. C. A. et al. Micropropagacao de umburana de cheiro. Ciéncia Rural, v. 43, p.
639-644, 2013. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/cr/a/lhrnRQK]NHjp4Qv73JKxpNrp/?format=pdf&lang=pt Acesso em 25
jan. 2023.

CANATTO, R. A; ALBINO, B. E. S.; CORDEIRO, A. T. Propagacao in vitro de sucupira branca
(Pterodon emarginatus Vogel): uma espécie florestal nativa. Periodico Eletrénico Férum
Ambiental da Alta Paulista, v. 12, n. 3. 2016. Disponivel em:
http://www.amigosdanatureza.org.br/publicacoes/index.php/forum_ambiental/article/view/1413.
Acesso em: 17 ago. 2020.

CARNEIRO, C. E. et al. Sapotaceae in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico
do Rio de Janeiro, 2015. Disponivel em:
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB217. Acesso em: 26 dez. 2019.

CARVALHO, D. C. de et al. Fox grape cv. Bordd (Vitis labrusca L.) and grapevine cv.
Chardonnay (Vitis vinifera L.) cultivated in vitro under different carbohydrates, amino acids and
6-Benzylaminopurine levels. Brazilian Archives of Biology and Technology, v. 56, p. 191-201,
2013.

CARVALHO, J. M. F. C. et al. Considerac0es gerais sobre organogénese. Embrapa Algodéao-
Documentos (INFOTECA-E), p. 26, 2006. Disponivel em:
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/276551/1/DOC150.pdf. Acesso
em: 19 ago. 2020.

CARVALHO, F. M. J.; VIDAL, S. M. Nocdes basicas de cultura de tecidos. Embrapa:
Documentos, v. 116, p. 39, 2003.

CELOTTO, A. C. et al. Evaluation of the in vitro antimicrobial activity of crude extracts of three
Miconia species. Brazilian Journal of Microbiology, v. 34, p. 339-340, 2003.


https://www.redalyc.org/pdf/4457/445744097002.pdf
https://www.researchgate.net/profile/Aparecida-Araujo/publication/304380840_Efeito_da_concentracao_de_sacarose_e_qualidade_de_luz_na_propagacao_in_vitro_de_plantulas_de_orquidea/links/576d7ca708ae842225a407fb/Efeito-da-concentracao-de-sacarose-e-qualidade-de-luz-na-propagacao-in-vitro-de-plantulas-de-orquidea.pdf#page%3D12
https://www.researchgate.net/profile/Aparecida-Araujo/publication/304380840_Efeito_da_concentracao_de_sacarose_e_qualidade_de_luz_na_propagacao_in_vitro_de_plantulas_de_orquidea/links/576d7ca708ae842225a407fb/Efeito-da-concentracao-de-sacarose-e-qualidade-de-luz-na-propagacao-in-vitro-de-plantulas-de-orquidea.pdf#page%3D12
https://www.researchgate.net/profile/Aparecida-Araujo/publication/304380840_Efeito_da_concentracao_de_sacarose_e_qualidade_de_luz_na_propagacao_in_vitro_de_plantulas_de_orquidea/links/576d7ca708ae842225a407fb/Efeito-da-concentracao-de-sacarose-e-qualidade-de-luz-na-propagacao-in-vitro-de-plantulas-de-orquidea.pdf#page%3D12
https://www.researchgate.net/profile/Aparecida-Araujo/publication/304380840_Efeito_da_concentracao_de_sacarose_e_qualidade_de_luz_na_propagacao_in_vitro_de_plantulas_de_orquidea/links/576d7ca708ae842225a407fb/Efeito-da-concentracao-de-sacarose-e-qualidade-de-luz-na-propagacao-in-vitro-de-plantulas-de-orquidea.pdf#page%3D12
https://www.researchgate.net/profile/Aparecida-Araujo/publication/304380840_Efeito_da_concentracao_de_sacarose_e_qualidade_de_luz_na_propagacao_in_vitro_de_plantulas_de_orquidea/links/576d7ca708ae842225a407fb/Efeito-da-concentracao-de-sacarose-e-qualidade-de-luz-na-propagacao-in-vitro-de-plantulas-de-orquidea.pdf#page%3D12
https://www.scielo.br/j/cr/a/hrnRQkjNHjp4Qv73JKxpNrp/?format=pdf&lang=pt
http://www.amigosdanatureza.org.br/publicacoes/index.php/forum_ambiental/article/view/1413
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB217
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/276551/1/DOC150.pdf

59

CHAVES, Thiago Pereira et al. Variacéo sazonal na producéo de metabdlitos secundarios e
na atividade antimicrobiana de espécies vegetais do semiarido brasileiro. 2012. 77 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia Ambiental) Universidade Estadual da Paraiba.
Disponivel em: http://tede.bc.uepb.edu.br/jspui/handle/tede/1879. Acesso em 11 mar. 2023.

CID, L. P. B. TEIXEIRA, L. B. Explante, meio nutritivo, luz e temperatura. In: CID, L. P. B.
Cultivo in vitro de plantas. 4 ed. Brasilia, DF: Embrapa, 2015. Cap. 1.

CID, L. P. B; ZIMMERMANN, M. J. A contaminacdo in vitro de plantas. Brasilia: Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2006.

COELHO, A. da C. B. et al. Analise dos metabdlitos secundarios da mangifera indica linneaus
como possibilidade de tratamento alternativo para a sindrome pés covid-19. Brazilian Journal of
Development, v. 7, n. 10, p. 95673-95692, 2021.

COSTA, E. S. S. Inducéo e caracterizacao de calos de Amburana cearensis (Allen.) AC E
Poincianella pyramidalis (Tul.) LP Queiroz. 2018. p. 47 Disserta¢do (Mestrado em Recursos
Genéticos Vegetais)- Universidade Estadual de Feira de Santana. Disponivel em:
http://www.rgv.uefs.br/arquivos/File/Downloads/teses e_dissertacoes/dissertacao_completa_evel
ynsophia.pdf. Acesso em 09 jan. De 2020.

COSTA, F. C. et al. Sacarose e qualidade de luz na propagacéo in vitro de plantulas de
orquidea. Ornamental Horticulture, v. 13, p. 472-475, 2007. Disponivel em:
file:///D:/Arquivos%20&%20Documentos/Downloads/1401-Text0%20d0%20Artigo-8145-6958-
10-20180730.pdf Acesso em 25 jan. 2023.

COUTO, J. M. F. et al. Desinfestacao e germinacdo in vitro de sementes de mogno (Swietenia
macrophylla King). Revista Arvore, v. 28, p. 633-642, 2004. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/rarv/a/JSG9bjZRvCLhxPZKDhFycsF/?format=pdf&lang=pt Acesso em
15 fev. 2022.

CORDEIRO, I. M. C. C. et al. Inducdo de calos in vitro de parica (Schizolobium amazonicum
Huber ex Ducke). Plant Cell Culture Micropropagation, v.3, n.1, p. 35-40, 2007. Disponivel
em: https://www.alice.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/409259/1/Parica.pdf. Acesso em 11 mar.
2023.

CRUZ, F.R. da. S. FENOLOGIA, BANCO DE SEMENTES E PRODUCAO DE MUDAS
DE Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T.D.Penn. 2018, p. 157. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Universidade Federal da Paraiba. Disponivel em:
https://repositorio.ufpb.br/jspui/bitstream/123456789/14391/1/TA195.pdf. Acesso em: 12 ago.
2020.

DAR, S. A. et al. Effect of plant growth regulators on in vitro induction and maintenance of
callus from leaf and root explants of Atropa acuminata Royal ex Lindl. Biotechnology Reports,
v. 32, p. e00688, 2021.


http://tede.bc.uepb.edu.br/jspui/handle/tede/1879
http://www.rgv.uefs.br/arquivos/File/Downloads/teses_e_dissertacoes/dissertacao_completa_evelynsophia.pdf
http://www.rgv.uefs.br/arquivos/File/Downloads/teses_e_dissertacoes/dissertacao_completa_evelynsophia.pdf
file:///D:/Arquivos%20&%20Documentos/Downloads/1401-Texto%20do%20Artigo-8145-6958-10-20180730.pdf
file:///D:/Arquivos%20&%20Documentos/Downloads/1401-Texto%20do%20Artigo-8145-6958-10-20180730.pdf
https://www.scielo.br/j/rarv/a/JSG9bjZRvCLhxPZKDhFycsF/?format=pdf&lang=pt
https://www.alice.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/409259/1/Parica.pdf
https://repositorio.ufpb.br/jspui/bitstream/123456789/14391/1/TA195.pdf

60

DAYKIN, A. et al. Effects of gibberellin on the cellular dynamics of dwarf pea internode
development. Planta, v. 203, n. 4, p. 526-535, 1997.

DE AQUINO, P. E. A. et al. The Wound Healing Property of N-Methyl-(2 S, 4 R)-Trans-4-
Hydroxy-L-Proline from Sideroxylon obtusifolium Is Related to Its Anti-Inflammatory and
Antioxidant Actions. Journal of Evidence-Based Integrative Medicine, v. 24, p.
2515690X19865166, 2019.

DIAZ-PEREZ, J. C.; SUTTER, E. G.; SHACKEL, K. A. Acclimatization and subsequent gas
exchange, water relations, survival and growth of microcultured apple plantlets after
transplanting them in soil. Physiologia Plantarum, v. 95, n.2, p. 225-232, 1995.

ESPOSITO-POLESI, N. P. Contaminac&o versus manifestacdo endofitica: implicacdes no cultivo
in vitro de plantas. Rodriguésia, v. 71, 2020. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/rod/a/KRFnLTP6V8br3fRRfOKGVKIT/?format=pdf&lang=pt . Acesso
em: 04 jul. 2021.

FABRIS, D.; GERBER, T.; SARTORETTO, L. M. Disinfection, germination and
micropropagation in vitro of Apuleia leiocarpa (Vogel) Macbride. Scientific Electronic
Archives, v. 9, n. 3, p. 17-26, 2016. Disponivel em:
https://sea.ufr.edu.br/SEA/article/view/215/pdf Acesso em: 25 jan. 2023.

FABRIS, L. C.; PEIXOTO, A. L. Sapotaceae das Restingas do Espirito Santo, Brasil.
Rodriguesia, v. 64, n. 2, p. 265-283, 2013. Disponivel em:
https://www.scielo.br/pdf/rod/v64n2/06.pdf. Acesso em: 11 ago. 2020.

FERRAZ, J. S. F.; MEUNIER, I. M.J.; ALBUQUERQUE, U. P. de. Conhecimento sobre
espécies lenhosas Uteis da mata ciliar do Riacho do Navio, Floresta, Pernambuco. Zonas
Aridas, v. 9, n. 1), p. 25-34, 2005. Disponivel em:
https://revistas.lamolina.edu.pe/index.php/rza/article/view/566/555 Acesso em 15 fev. 2022.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciéncia e Agrotecnologia,
Lavras, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, 2011.

FIGUEIREDO, F. J.; LIMA, V. L. A. G. Antioxidant activity of anthocyanins from quixabeira
(Sideroxylon obtusifolium) fruits. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 17, n. 3, p. 473-
479, 2015. Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/rbpm/v17n3/1516-0572-rbpm-17-3-
0473.pdf. Acesso em: 11 ago. 2020.

FIRMINO JUNIOR, P. C. P.; SCHERWINSKI-PEREIRA, J. E. Germinag&o e propagacao in
vitro de cerejeira (Amburana acreana (Ducke) AC Smith-Fabaceae). Ciéncia Florestal, v. 22, p.
1-9, 2012. Disponivel em:

https://www.scielo.br/j/cflo/a/smHvFrNJj8Vb5JgkgL rvrmn/?format=pdf&lang=pt Acesso em 25
jan. 2023

FLORES, R. et al. Sacarose e sorbitol na conservagéo in vitro de Pfaffia tuberosa (Spreng.)
Hicken (Amaranthaceae). Journal of Biotechnology and Biodiversity, v. 4, n. 3, p. 192-199,


https://www.scielo.br/j/rod/a/KRFnLTP6V8br3fRRfQKGVKf/?format=pdf&lang=pt
https://sea.ufr.edu.br/SEA/article/view/215/pdf
https://www.scielo.br/pdf/rod/v64n2/06.pdf
https://revistas.lamolina.edu.pe/index.php/rza/article/view/566/555
https://www.scielo.br/pdf/rbpm/v17n3/1516-0572-rbpm-17-3-0473.pdf
https://www.scielo.br/pdf/rbpm/v17n3/1516-0572-rbpm-17-3-0473.pdf
https://www.scielo.br/j/cflo/a/smHvFrNJj8Vb5JgkgLrvrmn/?format=pdf&lang=pt

61

2013. Disponivel em: https://sistemas.uft.edu.br/periodicos/index.php/JBB/article/view/600/350
Acesso em 15 fev. 2022.

FOGLIO, M.A.et al. Plantas medicinais como fonte de recursos terapéuticos: um modelo
multidisciplinar. Construindo a historia dos produtos naturais, v. 7, p. 1-8, 2006.

GARRIDO, M. da. S. et al. Caracteristicas fisica e quimica de frutos de quixaba (Sideroxylon
obtusifolium Penn.). Revista Caatinga, v. 20, n. 4, p. 34-37, 2007. Disponivel em:
https://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/caatinga/article/view/34/218. Acesso em: 11 ago. 2020.

GENEROSO, A. L. et al. In vitro germination to overcome dormancy in seeds of ‘Red
Globe’,‘Italia’and ‘Niagara Rosada’grapes. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 41, 2019.
Disponivel em:

https://www.scielo.br/j/rbf/a/BdXZYcYDLLVtgL S43]KSVKs/?format=pdf&lang=en Acesso em
25 jan. 2023.

GEORGE, E. F.; SHERRINGTON, P. D. Plant propagation by tissue cultura. Eversley:
Exegetics, 1984.

GOBBO-NETO, L.; LOPES, N. P. Plantas medicinais: fatores na influéncia no contetido de
metabolitos secundarios. Quimica Nova, v. 30, n. 2, p. 374-81, 2007.

GOELZER, A. et al. Reguladores de crescimento na multiplicacéo in vitro de Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg (Myrtaceae). Brazilian Applied Science Review, v. 3, n. 2, p.
1280-1291, 2019. Disponivel em: file:///D:/Arquivos%20&%20Documentos/Downloads/1342-
3630-1-PB%20(1).pdf. Acesso em: 17 ago. 2020.

GOMES, R. Biologia floral de Manilkara subsericea e de Sideroxylon obtusifolium (Sapotaceae)
em restinga. Brazilian Journal of Botany, v. 33, n. 2, p. 271-283, 2010. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/rbb/a/fC5P85rLdgBNQL LwB3Fz8Pd/?format=pdf&lang=pt. Acesso em:
11 ago 2020.

GOTTLIEB, O. R. et al. Biodiversidade: o enfoque interdisciplinar brasileiro. Ciéncia & Saude
Coletiva, v. 3, p. 97-102, 1998.Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/csc/alz3tZTMWcTwwdZkbnrhcpxWk/abstract/?lang=pt. Acesso em 11
mar. 2023.

GOVAERTS, R.; FRODIN, D.G.; PENNINGTON, T.D. World checklist and bibliography of
Sapotaceae. Kew: The Royal Botanical Garden, p. 361, 2001.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagacéo. In:TORRES, A. C.; CALDAS,
L.S.; BUSO, J. A. (Orgs.). Cultura de Tecidos e Transformacédo Genética de Plantas. v. 1.
Brasilia: Embrapa-SPI /Embrapa-CNPH, 1998. p. 183-260.

GRECO, B. et al. Callus induction and shoot regeneration in sunflower (Helianthus annuus
L.). Plant Science Letters, v. 36, n. 1, p. 73-77, 1984.


https://sistemas.uft.edu.br/periodicos/index.php/JBB/article/view/600/350
https://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/caatinga/article/view/34/218
https://www.scielo.br/j/rbf/a/BdXZYcYDLLVtgLS43jKSVKs/?format=pdf&lang=en
file:///D:/Arquivos%20&%20Documentos/Downloads/1342-3630-1-PB%20(1).pdf
file:///D:/Arquivos%20&%20Documentos/Downloads/1342-3630-1-PB%20(1).pdf
https://www.scielo.br/j/rbb/a/fC5P85rLdqBNQLLwB3Fz8Pd/?format=pdf&lang=pt
https://www.scielo.br/j/csc/a/z3tZTMWcTwwdZkbnrhcpxWk/abstract/?lang=pt

62

GRIMALDI, F. et al. Protocolo de micropropagacéo de marmeleiro BA29 em meio semissolido.
Revista de Ciéncias Agroveterinarias, v. 15, n. 3, 2016. Disponivel em:
http://www.revistas.udesc.br/index.php/agroveterinaria/article/view/223811711532016266.
Acesso em: 16 ago. 2020.

GUERRA, M. P.; NODARI, R. O. Apostila de Biotecnologia. Floriandpolis: Steinmacher, 2016.
44 p.

HIGA, T. C. Morfogénese e conservagao in vitro para Tabebuia heptaphylla (Vellozo)
Toledo (Bignoniaceae). 2006. 1337 p. Dissertacdo (Mestrado em Recursos Genéticos Vegetais)
Universidade Federal de Santa Catarina.

HOULT, J. R. S.; PAYA, M. Pharmacological and biochemical actions of simple coumarins:
natural products with therapeutic potential. General Pharmacology: The Vascular System, v.
27,n. 4, p. 713-722, 1996.

HUTTLY, A. K.; PHILLIPS, A. L. Gibberellin-regulated plant genes. Physiologia Plantarum,
v. 95, n. 2, p. 310-317, 1995.

KERBAUY, G. B. Fisiologia Vegetal. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008. 470 p.
KIELSE, P. et al. Regeneragdo in vitro de Parapiptadenia rigida. Ciéncia Rural, v. 39, n. 4, p.
1088-1094, 2009. Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/cr/v39n4/al52cr1223.pdf. Acesso
em: 17 ago. 2020.

KIELSE, P. et al. Regeneracdo in vitro de Parapiptadenia rigida. Ciéncia Rural, v. 39, n. 4, p.
1088-1094, 2009. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/cr/alyjSpHPQG3byYYHN8vrCnRKw/abstract/?lang=pt Acesso em 15
fev. 2022.

KIILL, L. H. P.; MARTINS, C. T. de V. D.; SILVA, P. P. da. Biologia reprodutiva

de Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T.D. Penn. (Sapotaceae) na regido semiarida da
Bahia. Revista Arvore, v. 38, n.6, p.1015-1025, 2014. Disponivel em:
https://www.scielo.br/pdf/rarv/v38n6/a06v38n6.pdf. Acesso em: 11 ago. 2020.

LACERDA, A. V. de. et al. Levantamento floristico do componente arbustivo-arbdreo da
vegetacdo ciliar na bacia do rio Taperoa, PB, Brasil. Acta Botanica Brasileira, v. 19, n. 3, p.
647-656, 2005. Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/abb/v19n3/27381.pdf. Acesso em: 11
ago. 2020.

LAMEIRA, O. A.; CORDEIRO, I. M. C. C.; MENESES, A. A. S. de. Efeito de reguladores de
crescimento na inducdo de brotagdes in vitro de mogno. Embrapa Amazonia Oriental-
Documentos (INFOTECA-E), p. 15, 2005. Disponivel em:
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/407849/1/BoletimPD51AMAZORIENTA
L.pdf Acesso em 25 jan. 2023.

LAMEIRA, O. A. et al. Cultura de tecidos:(manual). Embrapa Amazoénia Oriental-
Documentos (INFOTECA-E), p. 41, 2000.


http://www.revistas.udesc.br/index.php/agroveterinaria/article/view/223811711532016266
https://www.scielo.br/pdf/cr/v39n4/a152cr1223.pdf
https://www.scielo.br/j/cr/a/yjSpHPQG3byYYHN8vrCnRKw/abstract/?lang=pt
https://www.scielo.br/pdf/rarv/v38n6/a06v38n6.pdf
https://www.scielo.br/pdf/abb/v19n3/27381.pdf
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/407849/1/BoletimPD51AMAZORIENTAL.pdf
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/407849/1/BoletimPD51AMAZORIENTAL.pdf

63

LEANDRO, L. M. G. et al. Avaliacdo da atividade antibacteriana e modulatéria de extratos
metandlico e hexanico da casca de Sideroxylon obtusifolium. Revista e-Ciéncia, v. 1, n. 1, 2013.
Disponivel em:

https://www.researchgate.net/profile/Henrique _Coutinho4/publication/263658773 AVALIACA
O_DA_ATIVIDADE _ANTIBACTERIANA_E_MODULATORIA_DE_EXTRATOS_METAN
OLICO_E_HEXANICO DA CASCA DE_Sideroxylon_obtusifolium/links/560ed99208ae4833
75176e4a/AVALIACAO-DA-ATIVIDADE-ANTIBACTERIANA-E-MODULATORIA-DE-
EXTRATOS-METANOLICO-E-HEXANICO-DA-CASCA-DE-Sideroxylon-obtusifolium.pdf.
Acesso em: 11 ago. 2020.

LEDO, A. da S. et al. Crescimento inicial de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) em
diferentes meios de germinacéo in vitro. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 31, p. 989-993, 2007.
Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/cagro/a/MKbGHPRrgRKTw5KgJD66vDx/?format=pdf&lang=pt Acesso
em 25 jan. 2023.

LEITE, N.S. et al. Avaliacdo das atividades cicatrizante, anti-inflamatdria topica e antioxidante
do extrato etandlico da Sideroxylon obtusifolium (quixabeira). Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v. 17, n. 1, p. 164-170, 2015. Disponivel em:
https://www.scielo.br/pdf/rbpm/v17n1/1983-084X-rbpm-17-01-00164.pdf. Acesso em: 11 ago.
2020

LEITZKE, L. N; DAMIANI, C. R; SCHUCH, M. W. Meio de cultura, concentracdo de AIB e
tempo de cultivo no enraizamento in vitro de amoreira-preta e framboeseira. Revista Brasileira
de Fruticultura, v. 31, n. 2, p. 582-587, 2009. Disponivel em:
https://www.scielo.br/pdf/rbf/v31n2/v31n2a37.pdf. Acesso em: 17 ago. 2020.

LEMOS, E. E. P. de. Organogénese. In: CID, L. P. B. Cultivo in vitro de plantas. 4 ed. Brasilia,
DF: Embrapa, 2015. Cap. 4.

LIMA-BRITO, A. Micropropagacao e conservacao in vitro de Syngonanthus mucugensis
GIUL. Subsp. mucugensis. 2009. 119 f. Tese (Doutorado em Boténica) - Programa de
PésGraduacdo em Botanica, Departamento de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de
Feira de Santana, Feira de Santana, 20009.

LLOYD, G; McCOWN, B. Use of microculture for production and improvement of
Rhododendron spp. Hort Science, Alexandria. v. 15, p. 415. 1980.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacdo e cultivo de plantas arboreas nativas
do Brasil. Nova Odessa, S&o Paulo: Ed. Plantarum. V. 2, n. 2, p. 384, 2002.

LORENZI, H. et al. Frutas brasileiras e exoticas e cultivadas (de consumo in natura). S&o Paulo:
Instituto Plantarum de Estudos da Flora. p. 640, 2006.

MALDANER, J. et al. Sacarose e nitrogénio na multiplicacdo in vitro de Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen. Ciéncia Rural, v. 36, p. 1201-1206, 2006. Disponivel em:


https://www.researchgate.net/profile/Henrique_Coutinho4/publication/263658773_AVALIACAO_DA_ATIVIDADE_ANTIBACTERIANA_E_MODULATORIA_DE_EXTRATOS_METANOLICO_E_HEXANICO_DA_CASCA_DE_Sideroxylon_obtusifolium/links/560ed99208ae483375176e4a/AVALIACAO-DA-ATIVIDADE-ANTIBACTERIANA-E-MODULATORIA-DE-EXTRATOS-METANOLICO-E-HEXANICO-DA-CASCA-DE-Sideroxylon-obtusifolium.pdf
https://www.researchgate.net/profile/Henrique_Coutinho4/publication/263658773_AVALIACAO_DA_ATIVIDADE_ANTIBACTERIANA_E_MODULATORIA_DE_EXTRATOS_METANOLICO_E_HEXANICO_DA_CASCA_DE_Sideroxylon_obtusifolium/links/560ed99208ae483375176e4a/AVALIACAO-DA-ATIVIDADE-ANTIBACTERIANA-E-MODULATORIA-DE-EXTRATOS-METANOLICO-E-HEXANICO-DA-CASCA-DE-Sideroxylon-obtusifolium.pdf
https://www.researchgate.net/profile/Henrique_Coutinho4/publication/263658773_AVALIACAO_DA_ATIVIDADE_ANTIBACTERIANA_E_MODULATORIA_DE_EXTRATOS_METANOLICO_E_HEXANICO_DA_CASCA_DE_Sideroxylon_obtusifolium/links/560ed99208ae483375176e4a/AVALIACAO-DA-ATIVIDADE-ANTIBACTERIANA-E-MODULATORIA-DE-EXTRATOS-METANOLICO-E-HEXANICO-DA-CASCA-DE-Sideroxylon-obtusifolium.pdf
https://www.researchgate.net/profile/Henrique_Coutinho4/publication/263658773_AVALIACAO_DA_ATIVIDADE_ANTIBACTERIANA_E_MODULATORIA_DE_EXTRATOS_METANOLICO_E_HEXANICO_DA_CASCA_DE_Sideroxylon_obtusifolium/links/560ed99208ae483375176e4a/AVALIACAO-DA-ATIVIDADE-ANTIBACTERIANA-E-MODULATORIA-DE-EXTRATOS-METANOLICO-E-HEXANICO-DA-CASCA-DE-Sideroxylon-obtusifolium.pdf
https://www.researchgate.net/profile/Henrique_Coutinho4/publication/263658773_AVALIACAO_DA_ATIVIDADE_ANTIBACTERIANA_E_MODULATORIA_DE_EXTRATOS_METANOLICO_E_HEXANICO_DA_CASCA_DE_Sideroxylon_obtusifolium/links/560ed99208ae483375176e4a/AVALIACAO-DA-ATIVIDADE-ANTIBACTERIANA-E-MODULATORIA-DE-EXTRATOS-METANOLICO-E-HEXANICO-DA-CASCA-DE-Sideroxylon-obtusifolium.pdf
https://www.scielo.br/j/cagro/a/MKbGHPRrgRKTw5KgJD66vDx/?format=pdf&lang=pt
https://www.scielo.br/pdf/rbpm/v17n1/1983-084X-rbpm-17-01-00164.pdf
https://www.scielo.br/pdf/rbf/v31n2/v31n2a37.pdf

64

https://www.scielo.br/j/cr/alrbZxHfsHgMttNm6vb5Imrch/?format=pdf&lang=pt Acesso em 25
jan. 2023.

MAMEDE, J. S. D. S; Pasa, M. C. Diversidade e uso de plantas do Cerrado na comunidade Sao
Miguel, Varzea Grande, MT, Brasil. InteracGes (Campo Grande), v. 20, n. 4, p. 1087-1098.
2019. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/inter/a/rBzjwZYrxb8SDFZ4kt8MZZd/?lang=pt&format=html Acesso em
15 fev. 2022.

MASCARENHAS, L. M. S.; SANTANA, J. R. F. de; BRITO, A. L. Micropropagation of
Physalis peruviana L. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 49, 2019. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/pat/a/SgRzKKkXNCg96 XzzZWvhTfpSp/?format=htmI&lang=en. A cesso
em 11 mar. 2023.

MENEGAES, J. F. et al. Assepsia superficial de sementes de cartamo com uso de hipoclorito de
sodio. Revista Acta Ambiental Catarinense, v. 19, n. 1, p. 01-10, 2021. Disponivel em:
https://pegasus.unochapeco.edu.br/revistas/index.php/acta/article/view/5523 Acesso em 15 fev.
2022.

MEIRA, F. S. Fatores envolvidos com a calogénese visando a embriogénese somatica em
Acrocomia aculeata: morfoanatomia, bioquimica e expressao de genes candidatos. 2019. p.
137. Tese (Doutorado em Biotecnologia e Biodiversidade) - Universidade de Brasilia. Disponivel
em: file:///D:/Arquivos%20&%20Documentos/Downloads/2019 FilipeSathlerMeira%20(1).pdf
MILLER, G. L. Use of dinitro salicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
Analytical Biochemistry, New York, v. 31, n. 3, p. 426-428, 1959.

MIRANDA, J. S. et al. Tipos de explantes e concentracdo de bap (6-benzilaminopurina) no
estabelecimento in vitro de angico-vermelho. Revista Ouricuri, v. 10, n. 1, p. 001-008, 2020.

MONFORT, L. E. F. et al. Efeito do BAP no cultivo in vitro de Ocimum selloi Benth. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, v. 14, p. 458-463, 2012.

MORAIS, T. P. et al. Aplicagdes da cultura de tecidos em plantas medicinais. Revista Brasileira
de Plantas Medicinais, v. 14, p. 110-121, 2012.

MULLER, T. S. Fisiologia e metabolismo da embriogénese somatica e zigética de Acca
sellowiana (Berg) Burret (MYRTACEAE). 2012. 92 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias)
Universidade Federal de Santa Catarina.

MUNIZ, M.; Fatima B.; SILVA, L. M.; BLUME, E. Influéncia da assepsia e do substrato na
qualidade de sementes e mudas de espécies florestais. Revista Brasileira de Sementes, v. 29, p.
140-146, 2007. Disponivel em:

https://www.scielo.br/j/rbs/a/nBy6LfR7SIFDRS]SY 4xPMbz/?format=pdf&lang=pt Acesso em 15
fev. 2022.



https://www.scielo.br/j/cr/a/rbZxHfsHqMttNm6vb5Jmrcb/?format=pdf&lang=pt
https://www.scielo.br/j/inter/a/rBzjwZYrxb8SDFZ4kt8MZZd/?lang=pt&format=html
https://www.scielo.br/j/pat/a/SgRzKkXNCg96XzzWvhTfpSp/?format=html&lang=en
https://pegasus.unochapeco.edu.br/revistas/index.php/acta/article/view/5523
file:///D:/Arquivos%20&%20Documentos/Downloads/2019_FilipeSathlerMeira%20(1).pdf
https://www.scielo.br/j/rbs/a/nBy6LfR7SJfDRSjSY4xPMbz/?format=pdf&lang=pt

65

NASCIMENTO-GAVIOLI, M. C. A. et al. Physiological and biochemical features of
embryogenic and non-embryogenic peach palm (Bactris gasipaes Kunth) cultures. In Vitro
Cellular & Developmental Biology-Plant, v. 53, p. 33-40, 2017.

NASCIMENTO, V. T. et al. Rural fences in agricultural landscapes and their conservation role in
an area of caatinga (dryland vegetation) in Northeast Brazil. Environment, Development and
Sustainability, v. 11, n. 5, p. 1005-1029, 2009.

NASUTION, N. H.; NASUTION, I. W. The effect of plant growth regulators on callus induction
of mangosteen (Garcinia mangostana L.). In: IOP Conference Series: Earth and
Environmental Science. IOP Publishing, v. 305, n. 1, p. 012049, 2019. Disponivel em:
https://iopscience.iop.org/article/10.1088/1755-1315/305/1/012049/pdf Acesso em: 20 jan. 2024.

NAVROSKI, M. C.; REINIGER, L. R.; PEREIRA, M. O. Alongamento in vitro de rebentos de
Eucalyptus dunnii em funcdo de diferentes genotipos e concentragfes de acido 1-naftil-acético
(ANA). Revista de Ciéncias Agrérias, v. 38, n. 1, p. 79-86, 2015. Disponivel em:
http://www.scielo.mec.pt/pdf/rca/v38n1/v38nlal2.pdf. Acesso em: 17 ago. 2020.

NEPOMUCENO, C.F. Propagacéo e conservacao in vitro de Martianthus leucocephalus
(MART. ex BENTH.) JFB PASTORE. 2012. 179 p.Tese (Doutorado em Boténica)
Universidade Estadual de Feira de Santana.

NERY, M. C. et al. Germinac&o in vitro e ex vitro de embrides/sementes de Tabebuia serratifolia
(Vahl) Nich. Cerne, v. 14, n. 1, p. 1-8, 2008. Disponivel em:
https://www.redalyc.org/pdf/744/74414101.pdf Acesso em 23 jan. 2023.

NIJVELDT, R. J. et al. Flavonoids: a review of probable mechanisms of action and potential
applications. The American journal of clinical nutrition, v. 74, n. 4, p. 418-425, 2001.

NOGUEIRA, R. C. et al. Germinacéo in vitro de murici-pequeno (Byrsonima intermedia A.
Juss.). Ciéncia e Agrotecnologia, v. 28, p. 1053-1059, 2004. Disponivel
em:https://www.scielo.br/j/cagro/a/WwwY FjL C6B63PfRVsbBK34K/?format=pdf&lang=pt
Acesso em 25 jan. 2023.

ODONTUYA, G.; HOULT, J. R. S.; HOUGHTON, P. J. Structure-activity relationship for
antiinflammatory effect of luteolin and its derived glycosides. Phytotherapy Research: An
International Journal Devoted to Pharmacological and Toxicological Evaluation of Natural
Product Derivatives, v. 19, n. 9, p. 782-786, 2005.

OLIVEIRA, L. S. de.; DIAS, P. C.; BRONDANI, G. E. Micropropagacéo de espécies florestais
brasileiras. Pesquisa florestal brasileira, v. 33, n. 76, p. 439-453, 2013.

OLIVEIRA, R. C. de et al. Regulators, culture media and types of lights in vitro lavender
culture. Ciéncia Rural, v. 49, 2019. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/cr/a/ 78 XcXQL Dpx5mdkvfz8Jswkc/?format=pdf&lang=en Acesso em 25
jan. 2023.



https://iopscience.iop.org/article/10.1088/1755-1315/305/1/012049/pdf
http://www.scielo.mec.pt/pdf/rca/v38n1/v38n1a12.pdf
https://www.redalyc.org/pdf/744/74414101.pdf
https://www.scielo.br/j/cagro/a/WwwYFjLC6B63PfRVsbBK34K/?format=pdf&lang=pt
https://www.scielo.br/j/cr/a/78XcXQLDpx5mdkvfz8JswFc/?format=pdf&lang=en

66

PAIVA PORFIRIO, K. de. et al. Multiplicago in vitro de Xylopia 68romatica em diferentes
meios de cultura e concentracdes de BAP. Pesquisa Florestal Brasileira, v. 39, n. 1, 2019.
Disponivel em: https://pfb.cnpf.embrapa.br/pfb/index.php/pfb/article/view/1895. Acesso em: 17
ago. 2020.

PAIVA PAULINO, M. A. P. et al. Desenvolvimento in vitro de Cyrtopodium Cachimboense .
C. Menezes em diferentes niveis de sacarose. Brazilian Journal of Development, v. 7, n. 2, p.
18844-18860, 2021. Disponivel em:
https://ojs.brazilianjournals.com.br/ojs/index.php/BRJD/article/view/25177/20074 Acesso em 25
jan. 2023.

PACHECO, M. V. et al. Dorméncia de sementes e producdo de mudas de Dimorphandra mollis
Benth. Ciéncia Florestal, v. 21, n. 4, p. 689-697, 2011. Disponivel em:
https://www.scielo.br/pdf/cflo/v21n4/1980-5098-cflo-21-04-00689.pdf. Acesso em: 18 ago.
2020.

PARAJARA, F. C. Propagacédo vegetativa e desenvolvimento de mudas de espécies nativas
por estaquia de ramos herbaceos. 2015. p. 97. Dissertacdo (Mestrado em Biodiversidade
Vegetal e Meio Ambiente) - Instituto de Botanica da Secretaria Estadual do Meio Ambiente.
Disponivel em:
http://arquivos.ambiente.sp.gov.br/pgibt/2015/12/Fulvio_Cavalheri_Parajara_MS.pdf. Acesso
em: 16 ago. 2020.

PASA, M. da. S. Qualidade de luz e fitorreguladores na multiplicacéo e enraizamento in vitro da
amoreira-preta‘Xavante’. Ciéncia Rural, v. 42, n. 8, p. 1392-1396, 2012. Disponivel em:
https://www.scielo.br/pdf/cr/v42n8/a21612cr6272.pdf. Acesso em: 17 ago. 2020.

PASSOS, L. P. Métodos analiticos e laboratoriais em fisiologia vegetal. Coronel-Pacheco, 1996.
223p.

PAULINO, R. da C. et al. Contribuicdo ao conhecimento e conservagdo da laranjinha.
Interacdes (Campo Grande), v. 12, n. 2, 2011. Disponivel em:
https://www.scielo.br/pdf/inter/v12n2/a07.pdf. Acesso em: 11 ago. 2020

PEDROTTI, E. L.; VOLTOLINI, J. A. Enraizamento ex vitro e aclimatizacdo do porta-enxerto de
macieira M.9. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 23, n. 2, p. 234-239, 2001. Disponivel em:
https://www.scielo.br/pdf/rbf/v23n2/7956.pdf. Acesso em: 17 ago. 2020.

PENNINGTON, T. D. Sapotaceae. Flora Neotropica Monograph 52. New York: The New
York Botanical Garden, 1990.

. The genera of Sapotaceae. The Royal Botanical Garden, Kew, p. 307, 1991.
RAVEN, P. H.; EVERT, R. F.; EICHHORN, S. E. Biologia vegetal. 62 edi¢cdo. Rio de Jnaeiro:
Guanabara Koogan SA, 2014. p. 906.

PEREIRA, G. A.; CORREA, L. de S.; BOLIANI, A. C. Desinfestacéo e estabelecimento in vitro
de explantes de bananeira'Grande naine'em diferentes concentragdes de hipoclorito de


https://pfb.cnpf.embrapa.br/pfb/index.php/pfb/article/view/1895
https://ojs.brazilianjournals.com.br/ojs/index.php/BRJD/article/view/25177/20074
https://www.scielo.br/pdf/cflo/v21n4/1980-5098-cflo-21-04-00689.pdf
http://arquivos.ambiente.sp.gov.br/pgibt/2015/12/Fulvio_Cavalheri_Parajara_MS.pdf
https://www.scielo.br/pdf/cr/v42n8/a21612cr6272.pdf
https://www.scielo.br/pdf/inter/v12n2/a07.pdf
https://www.scielo.br/pdf/rbf/v23n2/7956.pdf

67

sodio. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 33, p. 222-226, 2011. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/rbf/a/\VPw7bV544kGG7mMwp8ztGvK/abstract/?lang=pt Acesso em 15
fev. 2022.

PINHAL, H. F. et al. Concentration of MS medium and cutting of seeds on in vitro establishment
of baruzeiro (Dipteryx alata Vog.). Bioscience Journal, v. 33, n. 2, p. 306-313, 2017.

PINHEIRO, C. G. et al. Efeito da assepsia superficial na germinacéo e incidéncia de fungos em
sementes de espécies florestais. Pesquisa Florestal Brasileira, v. 36, n. 87, p. 253-260, 2016.
Disponivel em: https://pfb.cnpf.embrapa.br/pfb/index.php/pfb/article/view/1234/516 Acesso em
15 fev. 2022.

PINHEIRO, C. SI. R. et al. Germinagé&o in vitro de mangabeira (Hancornia speciosa Gomez) em
diferentes meios de cultura. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 23, p. 413-416, 2001.
Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/rbf/a/nTpgZwwJB5rMzynjBnFJVBw/?format=pdf&lang=pt Acesso em
25 jan. 2023.

REBOUCAS, A. C. M. N. et al. Métodos para superacao da dorméncia de sementes de
quixabeira (Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T.D.Penn.). Ciéncia Florestal, v. 22, n.
1, p. 183-192, 2012. Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/cflo/v22n1/1980-5098-cflo-22-01-
00183.pdf. Acesso em 11 ago. 2020.

REZENDE, J. C. de. Influéncia do meio de cultura e concentracGes de agar no crescimento e
desenvolvimento de plantulas de café oriundas da embriogénese somatica direta. Scientia
Agraria, v.9, n.1, p.21-26, 2008.

RIBEIRO, I. G. Producdo in vitro, andlise fitoquimica e avaliacio da atividade
antineoplasica de metabdlitos de Hovenia dulcis Thunb. (Rhamnaceae) obtidos por
diferentes estratégias biotecnolégicas. 2013. 202 p. Tese (Doutorado em biociéncias)
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

RIVERA CURI, J. C.; CABRERA PINTADO, R. M.; BULNES SORIANO, F.
Micropropagacion de Prosopis pallida (Humb &Bonpl. Ex Willd.) Kunth a partir de yemas
apicales. Revista Colombiana de Biotecnologia, v. 22, n. 1, p. 18-26, 2020. Disponivel em:
http://www.scielo.org.co/pdf/biote/v22n1/0123-3475-biote-22-01-18.pdf. Acesso em: 17 ago.
2020.

ROCHA, A. P. et al. Métodos para superacdo da dorméncia em sementes de Garcinia
gardneriana (Planch. & Triana) Zappi. Ciéncia Florestal, v. 28, n. 2, p. 505-514, 2018.
Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/cflo/v28n2/1980-5098-cflo-28-02-505.pdf. Acesso em:
18 ago. 2020.

ROCHA, M. A. C. da. Enraizamento in vitro e aclimatizacdo de genotipos de jenipapeiro (Genipa
americana L.). Revista Brasileira de Fruticultura, v. 30, n. 3, p. 769-774, 2008. Disponivel em:
https://www.scielo.br/pdf/rbf/v30n3/35.pdf. Acesso em: 17 ago. 2020.



https://www.scielo.br/j/rbf/a/VPw7bV544kGG7mMwp8ztGvK/abstract/?lang=pt
https://pfb.cnpf.embrapa.br/pfb/index.php/pfb/article/view/1234/516
https://www.scielo.br/j/rbf/a/nTpqZwwJB5rMzynjBnFJVBw/?format=pdf&lang=pt
https://www.scielo.br/pdf/cflo/v22n1/1980-5098-cflo-22-01-00183.pdf
https://www.scielo.br/pdf/cflo/v22n1/1980-5098-cflo-22-01-00183.pdf
http://www.scielo.org.co/pdf/biote/v22n1/0123-3475-biote-22-01-18.pdf
https://www.scielo.br/pdf/cflo/v28n2/1980-5098-cflo-28-02-505.pdf
https://www.scielo.br/pdf/rbf/v30n3/35.pdf

68

RODRIGUES, S. D. S.; FIDALGO, A. D. O.; BARBEDO, C. J. Reproductive biology and
production of seeds and seedlings of Campomanesia pubescens (DC.) O. Berg. Journal of Seed
Science, v. 9, n. 3, p. 272-279, 2017. Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/jss/v39n3/2317-
1545-jss-39-03-00272.pdf. Acesso em: 18 ago. 2020.

RODRIGUES, F. R.; ALMEIDA, W. A. B. Calogénese em Cissus sicyoides L. a partir de
segmentos foliares visando a producao de metabdlitos in vitro. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v. 12, p. 333-340, 2010. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/rbpm/a/LbfwXkXf4vhdHyRxwgJYVVvN/?format=pdf&lang=pt Acesso
em 21 jan. 2024.

RODRIGUES, L. R.; OLIVEIRA, J. M. S. de; ARAUJO MARIATH, J. E. de. Anatomia vegetal
aplicada ao estudo de sistemas androgénicos in vitro. Revista Brasileira de Biociéncias, v. 2, n.
3, p. 159-166, 2004.

ROMANIUK, M.de S. et al. Multiplicac&o e biometria de brotos de toona ciliata var. Australis
regenerados via organogénese in vitro. Anais da Academia Pernambucana de Ciéncia
Agronomica, v. 19, n. 1, 2022. Disponivel em:
https://www.journals.ufrpe.br/index.php/apca/article/view/4823/482484647 Acesso em 25 jan.
2023.

SA, T. F. F. de. Uso de Sistema de Informacio Geografica (SIG) para sele¢do de plantas
matrizes de quixabeira [Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T.D. Penn.]. 2017, p.
112. Tese (Doutorado em Agronomia, Area de Concentracdo Agricultura Tropical) -
Universidade Federal da Paraiba. Disponivel em:
https://repositorio.ufpb.br/jspui/handle/123456789/14545. Acesso em: 11 ago. 2020

SALLES, E. A. P. B. et al. Desinfestacdo e introducéo in vitro de segmentos nodais de Acacia
mearnsii. Pesquisa Florestal Brasileira, v. 37, n. 92, pag. 485-491, 2017. Disponivel em:
https://pfb.cnpf.embrapa.br/pfb/index.php/pfb/article/view/1392/607 Acesso em 15 fev. 2022.

SANTOS, D. N. dos. et al. Analise bioguimica de calos de pinhdo-manso. Ciéncia Rural, v. 40,
p. 2268-2273, 2010.

SERRA, A. G. P. Analise bioquimica de calos e estudo da divergencia genetica em castanha-
do-brasil (Bertholletia excelsa HBK). UFLA, 1999.

SHAMSIAH, A. et al. Effects of BAP concentration on in vitro shoot multiplication and callus
induction of Jatropha curcas. In: XXVIII International Horticultural Congress on Science and
Horticulture for People (IHC2010): International Symposium on Micro 923. 2011. p. 203-
208.

SILVA, A. T. da. et al. Atividade antioxidante e anti-inflamatoria da espécie Sideroxylon
obtusifolium (Humb. Ex Roem. & Schult.) T. D. Penn.: uma reviséo integrativa. Diversitas
Journal, v. 6, n. 3, p. 3133-3158, 2021. Disponivel em:


https://www.scielo.br/pdf/jss/v39n3/2317-1545-jss-39-03-00272.pdf
https://www.scielo.br/pdf/jss/v39n3/2317-1545-jss-39-03-00272.pdf
https://www.scielo.br/j/rbpm/a/LbfwXkXf4vhdHyRxwgJYVvN/?format=pdf&lang=pt
https://www.journals.ufrpe.br/index.php/apca/article/view/4823/482484647
https://repositorio.ufpb.br/jspui/handle/123456789/14545
https://pfb.cnpf.embrapa.br/pfb/index.php/pfb/article/view/1392/607

69

https://www.diversitasjournal.com.br/diversitas journal/article/view/1717 Acesso em 15 fev.
2022.

SILVA, A. A. O. et al. Anélise fitoquimica e doseamento de metabdlitos secundarios das folhas
de miconia albicans (sw) triana coletadas de duas regides do estado de goias. Revista Eletronica
da Faculdade Evangélica de Ceres, v. 10, n. 1, p. 71-91, 2021. Disponivel em:
http://periodicos.unievangelica.edu.br/index.php/refacer/article/view/5880/4095. Acesso em 11
mar. 2023.

SILVA, T.dos S. et al. Calogénese em Myracrodruon urundeuva Fr. All. Ciéncia Florestal, v.
30, p. 700-717, 2020.

SILVA, F. F. S. da.; DANTAS, B. F. Sideroxylon obtusifolium (Humb. Ex. Roem. & Schult.) TD
Penn. quixabeira. Embrapa Semiarido-Nota Técnica/Nota Cientifica, n. 2, p. 6, 2017.
Disponivel em:
https://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/bitstream/doc/1074013/1/Barbara2017.pdf. Acesso em:
11 ago. 2020.

SILVA, T. dos S. et al. Multiplicacao in vitro de Caesalpinia pyramidalis
(Leguminosae). SITIENTIBUS série Ciéncias Biologicas, v. 13, 2013. Disponivel em:
http://0js3.uefs.br/index.php/sitientibusBiologia/article/view/320/329 Acesso em 25 jan. 2023.

SILVA, F. F. S. da.; DANTAS, B. F. Efeito da temperatura na germinacao de sementes de
Sideroxylon obtusifolium (Sapotaceae) de diferentes procedéncias. Revista Sodrebas, v. 8, n. 90,
p. 40-43, 2013. Disponivel em:
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/83048/1/2013-Barbara.pdf. Acesso em: 12
ago. 2020.

SILVA, K. B. etal. Caracterizagdo morfologica de frutos, sementes e germinacao de Sideroxylon
obtusifolium (Roem. e Schult.) Penn. (SAPOTACEAE). Revista Arvore, v. 36, n. 1, p. 59-64,
2012. Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/rarv/v36n1/a07v36nl.pdf. Acesso em: 11 ago
2020.

SKOKUT, T. A.; MANCHESTER, J.; SCHAEFER, J. Regeneration in alfalfa tissue culture:
stimulation of somatic embryo production by amino acids and N-15 NMR determination of
nitrogen utilization. Plant Physiology, v. 79, n. 3, p. 579-583, 1985.

SMIDERLE, O. J.; SOUSA, R. C. P. de. Dorméncia em sementes de paricarana (Bowdichia
virgilioides Kunth- Fabaceae -Papilionidae). Revista Brasileira de Sementes, v. 25, n. 2, p. 48-
52, 2003. Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/rbs/v25n2/19648.pdf. Acesso em: 12 ago.
2020.

SOARES, F. P. et al. Efeito de meios de cultura, concentraces de GA3 e pH sobre a germinacgao
in vitro de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes). Ciéncia e Agrotecnologia, v. 33, p. 1847-
1852, 2009. Disponivel em:

https://www.scielo.br/j/cagro/a/mZM8mYkSRINDWMGGhIL TTbhM/?format=pdf&lang=pt
Acesso em 25 jan. 2023.



https://www.diversitasjournal.com.br/diversitas_journal/article/view/1717
http://periodicos.unievangelica.edu.br/index.php/refacer/article/view/5880/4095
https://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/bitstream/doc/1074013/1/Barbara2017.pdf
http://ojs3.uefs.br/index.php/sitientibusBiologia/article/view/320/329
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/83048/1/2013-Barbara.pdf
https://www.scielo.br/pdf/rarv/v36n1/a07v36n1.pdf
https://www.scielo.br/pdf/rbs/v25n2/19648.pdf
https://www.scielo.br/j/cagro/a/mZM8mYk5RfNDWmGGb9LTTbM/?format=pdf&lang=pt

70

SOBRINHO, A. C. G.; SANTOS, A. S. Estabelecimento de cultura in vitro de Hibiscus
sabdariffa L.: obtencédo de plantulas e inducéo de calos em diferentes condi¢des de cultura
visando o acimulo de biomassa. Research, Society and Development, v. 10, n. 15, p.
€358101523114-e358101523114, 2021. Disponivel em:
https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/23114 Acesso em 21 jan. 2024.

SOUSA, T. T. C. et al. Desinfestacéo e introducéo in vitro de explantes de eucalyptus. In: I
Congresso internacional das ciéncias agrérias. Jodo Pessoa, 2018. Disponivel em:
https://cointerpdvagro.com.br/wpcontent/uploads/2019/02/DESINFESTA%C3%87%C3%830-
E-INTRODU%C3%87%C3%830-IN-VITRO-DE-EXPLANTES-DE-EUCALYPTUS.pdf
Acesso em 15 fev. 2022.

SOUZA, J. C. de. et al. Producdo de metabdlitos secundarios por meio da cultura de tecidos
vegetais. 2018. Revista Fitos, v. 12, n. 3, p. 269-280, 2018. Disponivel em:
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/handle/icict/30339/julio_cezar et all.pdf?sequence=2&isA
Ilowed=y. Acesso em: 11 mar. 2023

SOUZA, J. C; RESCAROLLLI, C. L. S; NUNEZ, C. V. Production of secondary metabolites by
plant tissue culture. Revista Fitos. v. 12, n. 3, p. 269-280, 2018. Disponivel em:
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/handle/icict/30339/julio_cezar et all.pdf?sequence=2&isA
[lowed=y. A cesso em: 11 mar. 2023.

SOUZA, A. V. de. et al. Protocolos de assepsia para o estabelecimento in vitro de espécies
medicinais nativas da Caatinga. Embrapa Semiarido-Comunicado Técnico (INFOTECA-E),
2014. Disponivel em:
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/1004161/1/COT160.pdf Acesso em 15 fev.
2022.

SOUZA, L. S. de. et al. Desinfestacéo de sementes e multiplicacdo in vitro de guabijuzeiro a
partir de segmentos apicais juvenis (Myrcianthes pungens O. Berg) D. Legrand. Revista
Brasileira de Fruticultura, v. 33, n. 3, p. 691-697, 2011. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/rbf/a/gZrwKm4ywdZTzrtQ3QmTjMy/?format=pdf&lang=pt Acesso em:
15 fev. 2022.

SOUZA, A. V. de et al. Micropropagacéo de Dioscorea multiflora Grised. Ciéncia e
Agrotecnologia, v. 35, p. 92-98, 2011. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/cagro/a/rysXTGcDM5CDxZJ3mmnymTR/?format=pdf&lang=pt Acesso
em 25 jan. 2023.

STEIN, V. C. et al. Germinagdo in vitro e ex vitro de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) TD
Penn. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 31, p. 1702-1708, 2007. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/cagro/a/KN7sg6YVvRb8rwKsnWhJ7bxL /?format=pdf&lang=pt Acesso
em: 23 jan. 2023.

STEFANEL, C. M. et al. Acido naftalenoacético e cinetina na multiplicag&o in vitro de Eugenia
involucrata. Pesquisa Florestal Brasileira, v. 42, 2022. Disponivel em:
https://pfb.cnpf.embrapa.br/pfb/index.php/pfb/article/view/2079 Acesso em 25 jan. 2023.



https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/23114
https://cointerpdvagro.com.br/wpcontent/uploads/2019/02/DESINFESTA%C3%87%C3%83O-E-INTRODU%C3%87%C3%83O-IN-VITRO-DE-EXPLANTES-DE-EUCALYPTUS.pdf
https://cointerpdvagro.com.br/wpcontent/uploads/2019/02/DESINFESTA%C3%87%C3%83O-E-INTRODU%C3%87%C3%83O-IN-VITRO-DE-EXPLANTES-DE-EUCALYPTUS.pdf
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/handle/icict/30339/julio_cezar_et_all.pdf?sequence=2&isAllowed=y
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/handle/icict/30339/julio_cezar_et_all.pdf?sequence=2&isAllowed=y
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/handle/icict/30339/julio_cezar_et_all.pdf?sequence=2&isAllowed=y
https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/handle/icict/30339/julio_cezar_et_all.pdf?sequence=2&isAllowed=y
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/1004161/1/COT160.pdf
https://www.scielo.br/j/rbf/a/qZrwKm4ywdZTzrtQ3QmTjMy/?format=pdf&lang=pt
https://www.scielo.br/j/cagro/a/rysXTGcDM5CDxZJ3mmnymTR/?format=pdf&lang=pt
https://www.scielo.br/j/cagro/a/KN7sq6YvRb8rwKsnWhJ7bxL/?format=pdf&lang=pt
https://pfb.cnpf.embrapa.br/pfb/index.php/pfb/article/view/2079

71

SUTTER, E. Stomatal and cuticular water loss from apple, cherry, and sweetgum plants after
removal from in vitro culture. Journal of the American Society for Horticultural Science, v.
113, n. 2, p. 234-238, 1988.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 4. ed. Porto Alegre: Artmed, 2017.

THELANDER, M.; LANDBERG, K.; SUNDBERG, E. Auxin-mediated developmental control
in the moss Physcomitrella patens. Journal of Experimental Botany, v. 69, n. 2, p. 277-290,
2018.

THOMAS, P.; ASWATH, C. In vitro introduction of hardy alcohol resistant Bacillus spp.
through aseptically grown watermelon seedlings. Advances in Microbiology, v. 4, p. 504-510,
2014.

THOMAS, P.; ASWATH, C. Alcohol-mediated horizontal spread of bacillus spores and
assessing the recurrent sterilization needs of culture-handling tools contaminated with hardy
spores. Proceedings of the National Academy of Sciences, India Section B: Biological
Sciences, v. 83, n. 2, p. 207-213, 2013.

VAN TELGEN, H. J.; VAN MIL, A.; KUNNEMAN, B. Effect of propagation and rooting
conditions on acclimatization of micropropagated plants. Acta Botanica Neerlandica, v. 41, n.

4, p. 453-459, 1992. Disponivel em:
http://natuurtijdschriften.nl/download?type=document&docid=540892. Acesso em: 17 ago. 2020.

VANKOVA, R. Cytokinin regulation of plant growth and stress responses. Phytohormones: a
window to metabolism, signaling and biotechnological applications, p. 55-79, 2014.

VASCONCELOQOS, J. N. C, et al., Inducdo, caracterizacao bioquimica e ultra-estrutural de calos
de aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva Fr. All.) Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, Botucatu, v.14, n.4, p.592-597, 2012.

VATTEM, D. A.; SHETTY, K. Biological functionality of ellagic acid: a review. Journal of
food biochemistry, v. 29, n. 3, p. 234-266, 2005.

VIDAL, F. R.; DINIZ, J. D. N.; SILVA, F. P. da. Multiplicagéo in vitro de plantas juvenis de
mamoeiro. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 43, p. 64-70, 2013. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/pat/a/wZ4zt58HTKTskHrJCdNwjWG/?format=pdf&lang=pt Acesso em
25 jan. 2023.

WENDLING, I.; DUTRA, L. F.; GROSSI, F. Producdo de mudas de espécies

lenhosas. Embrapa Florestas-Documentos (INFOTECA-E). p. 55, 2006. Disponivel em:
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/314506/1/doc130.pdf. Acesso em:
16 ago. 2020.

WILLIAMS, J. F.; PETERSON, M. L. Relations Between Alpha-amylase Activity and Growth
of Rice Seedlings 1. Crop science, v. 13, n. 6, p. 612-615, 1973.


http://natuurtijdschriften.nl/download?type=document&docid=540892
https://www.scielo.br/j/pat/a/wZ4zt58HTkTskHrJCdNwjWG/?format=pdf&lang=pt
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/314506/1/doc130.pdf

72

XAVIER A.; WENDLING L.; SILVA, R. L. Silvicultura clonal: principios e técnicas. 2. ed.
Vigosa, MG: Ed. da UFV, 2013. p. 279.

YEMM, E. W.; COCKING, E. C.; RICKETTS, R. E. The determination of amino-acids with
ninhydrin. Analyst, v. 80, n. 948, p. 209-214, 1955.

YEMM, E. W.; WILLIS, A.J. The estimation of carbohydrates in plant extracts by anthrone. The
Biochemical Journal, v. 57, p. 508-514, 1954

ZANELLA, L. B. et al. MICROPROPAGATION OF Pinus tecunumanii. Ciéncia Florestal, v.
28, n. 2, p. 651-660, 2018. Disponivel em: https://www.scielo.br/pdf/cflo/v28n2/1980-5098-cflo-
28-02-651.pdf. Acesso em: 17 ago. 2020.

ZIMMERMAN, M. J. Embriogénese somatica. In: CID, L. P. B (Org). Cultivo in vitro de
plantas. 3ed. Brasilia, EMBRAPA. 2014. p. 69-103.


https://www.scielo.br/pdf/cflo/v28n2/1980-5098-cflo-28-02-651.pdf
https://www.scielo.br/pdf/cflo/v28n2/1980-5098-cflo-28-02-651.pdf

