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EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA EM SEGMENTOS DE TÉPALAS DE AMARÍLIS 

(Hippeastrum sp. Herb.) 

 

Autor: ANA VICTÓRIA CONDE VAN DEN BROEK 

Orientador: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO 

 

 

RESUMO 

O Brasil é um importante exportador de produtos propagativos como bulbos e 
mudas, com destaque para o amarílis ou Hippeastrum. O Hippeastrum hybridum, 
uma planta bulbosa pertencente a Amaryllidaceae é nativa da América do Sul e 
encontrada em regiões tropicais e subtropicais. Seu uso comercial, como 
ornamental, é resultante de híbridos interespecíficos provenientes de seis espécies 
principais. A propagação massal dessa espécie é feita pela técnica conhecida como 
escamas duplas. Todavia, os métodos vegetativos de propagação favorecem o 
surgimento e multiplicação de microrganismos endógenos, especialmente 
fitopatógenos, como Cumcuber Mosaic Vírus (CMV), Mosaico-do-Hippeastrum 
(HiMV) e vírus vira-cabeça-do-tomateiro – Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV). Nesse 
sentido, é essencial a busca por métodos que garantam plantas livres de vírus, 
como por exemplo a embriogênese somática (ES), que é uma técnica de cultivo in 
vitro a qual visa regenerar embriões originados a partir de células e tecidos 
somáticos, e na qual os tecidos resultam em calos embriogênicos e embriões. 
Portanto, é uma forma de viabilizar estratégias de propagação mais rápidas e 
eficientes, garantindo a geração de tecnologias que poderão, no futuro, transformar 
o mercado de produção de amarílis. Sob essa perspectiva, a embriogênese 
somática (ES) é uma tecnologia que possibilita estudos dos mecanismos de 
formação de embriões somáticos, informações sobre compostos envolvidos nesse 
processo e a correlação de dados bioquímicos com os processos embriogênicos. 
Em tal cenário, este trabalho teve como principais resultados o aumento da 
eficiência da indução da ES, de 11% para 85,4% de segmentos de tépalas contendo 
embriões ou calos embriogênicos. Esse aumento na frequência de ES se deu 
principalmente pelo uso de tépalas de botões florais mais jovens, pelo cultivo em 
iluminação LED branca ou LED vermelho-branco (V+B), e a presença de PVP 40 no 
meio de cultura, o que resultou em até 13,57 embriões/explante e massa fresca de 
calos de 0,96 (g/explante). Foi possível observar a correlação de compostos como 
quercetina em tépalas cultivadas in vitro com aumento de massa de calos 
embriogênicos. Outro ponto importante da melhoria da frequência da ES foi a 
realizar o subcultivo dos segmentos de tépalas após 30 dias da primeira inoculação 
em meio de cultura MS½, o qual demonstrou aumento do poder redutor e favoreceu 
a biossíntese nas tépalas da substância antioxidante rutina. 
 
Palavras-chave:  Amaryllidaceae, flavonoides, embriogênese somática, cultivo in 

vitro, reguladores vegetais.
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SOMATIC EMBRYOGENESIS IN AMARYLLIS TEPAL SEGMENTS (Hippeastrum 

sp. Herb.) 

 

Author: ANA VICTÓRIA CONDE VAN DEN BROEK 

Adviser: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO 

 

ABSTRACT 

Brazil is an important exporter of propagative products such as bulbs and seedlings, 
with a highlight on the amaryllis or Hippeastrum. Hippeastrum hybridum, a bulbous 
plant belonging to the Amaryllidaceae family, is native to South America and found in 
tropical and subtropical regions. Its commercial use, as an ornamental plant, results 
from interspecific hybrids originating from six main species. The mass propagation of 
this species is done through the technique known as double scales. However, 
vegetative propagation methods favor the emergence and multiplication of 
endogenous microorganisms, especially phytopathogens such as Cucumber Mosaic 
Virus (CMV), Hippeastrum Mosaic Virus (HiMV), and Tomato Spotted Wilt Virus 
(TSWV). Therefore, it is essential to seek methods that ensure virus-free plants, such 
as somatic embryogenesis (SE), which is an in vitro cultivation technique aimed at 
regenerating embryos originating from somatic cells and tissues, resulting in 
embryogenic calli and embryos. Thus, it is a way to enable faster and more efficient 
propagation strategies, ensuring the generation of technologies that could transform 
the amaryllis production market in the future. In this perspective, somatic 
embryogenesis (SE) is a technology that enables studies on the mechanisms of 
somatic embryo formation, information on the compounds involved in this process, 
and the correlation of biochemical data with embryogenic processes. In this scenario, 
the main results of this work were the increased efficiency of SE induction, from 11% 
to 85.4% of tepal segments containing embryos or embryogenic calli. This increase 
in SE frequency was mainly due to the use of tepals from younger flower buds, 
cultivation under white LED or red-white LED lighting (R+W), and the presence of 
PVP 40 in the culture medium, which resulted in up to 13.57 embryos/ explant and 
fresh callus mass of 0.96 (g/explant). It was possible to observe the correlation of 
compounds such as quercetin in tepal segments cultivated in vitro with an increase in 
embryogenic callus mass. Another important point in improving SE frequency was 
subculturing the tepal segments 30 days after the initial inoculation in MS½ culture 
medium, which demonstrated increased reducing power and favored the 
biosynthesis of the antioxidant rutin in the tepals. 
 
Key-words: Amaryllidaceae, flavonoids, somatic embryogenesis, in vitro culture, and 
plant growth regulators.
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INTRODUÇÃO 

O Brasil é ativo na produção de bulbos de flores com área cultivada de cerca 

de 15.600 ha e um valor de produção de 1,7 bilhão de euros (Yasemin & Beruto, 

2024). No mercado internacional, a floricultura brasileira vem se especializando na 

multiplicação de material de propagação, que são exportados em quantidades 

significativas. Nesse contexto, destaca-se o amarílis, em que grande parte de sua 

produção é destinada à exportação e ao mercado interno (Tombolato et al., 2010; 

Junqueira & Peetz, 2018). 

O Hippeastrum hybridum, é uma planta bulbosa pertencente a 

Amaryllidaceae, sendo nativa da América do Sul, é encontrada em regiões tropicais 

e subtropicais (Dahlgren & Clifford, 1982). O gênero Hippeastrum conta com cerca 

de 50 espécies, das quais 38 estão no Brasil, embora estimativas variem entre 50 e 

75 espécies (Dutilh, 2005; Judd et al., 1999; Dahlgren et al., 1982). Seubert (1847) 

classificou Hippeastrum como um subgênero de Amaryllis, com 20 espécies 

descritas (Dutilh, 1996). Neste cenário, a maioria dos híbridos comerciais disponíveis 

no mercado são resultado do cruzamento entre espécies como Hippeastrum papilio; 

Hippeastrum striatum; Hippeastrum reginae; Hippeastrum reticulatum e Hippeastrum 

equestre. Além dessas, outras duas espécies como Hippeastrum vittatum e 

Hippeastrum cybister, também tem papel importante na geração de novas 

variedades (Tombolato, 2004). 

Os bulbos de Hippeastrum são perenes, possuem folhas dísticas laminares, 

com duas brácteas espatais livres e escapos ocos. As inflorescências são 

principalmente em umbela, constituídas de até oito flores trímeras individuais e 

ligeiramente zigomorfas (Tombolato, 2004). A propagação em larga escala dessa 

espécie é feita pela técnica conhecida como escamas duplas. Todavia, esta técnica 

promove a disseminação de doenças sistêmicas, dentre elas os vírus, que reduzem 

a produtividade, atrasam e diminuem a qualidade da floração. Desse modo, a busca 

por técnicas que conciliem a propagação clonal associando a produção de plantas 

livres de vírus, bactérias e fungos poderia resultar em ganhos consideráveis para o 

aumento da qualidade e comercialização de amarílis no mercado internacional. Sob 

essa perspectiva, há um vasto potencial de recursos ainda não explorados a partir 

da embriogênese somática (ES), que é uma técnica de cultivo in vitro a qual visa 

regenerar embriões originados a partir de células e tecidos somáticos, portanto de 
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origem clonal, e na qual os tecidos resultam em calos embriogênicos e embriões 

(Ikeuchi, et al., 2016). 

O desenvolvimento de tecnologias in vitro viáveis para a produção de plantas 

de interesse econômico pode contribuir para o estabelecimento de plantações 

comerciais, e o cultivo in vitro é uma forma de viabilizar estratégias propagativas 

mais rápidas e eficientes, garantindo a aquisição de conhecimentos sobre a planta e 

a geração de tecnologias que poderão, no futuro, transformar o mercado de 

produção de amarílis (Yasemin & Beruto, 2024). 

Além disso, é necessário conhecer mais sobre os mecanismos de formação 

de embriões somáticos em plantas ornamentais, à exemplo do gênero Hippeastrum, 

visando aumentar a frequência da embriogênese somática e a produção de 

embriões, que ainda é limitada e altamente genótipo-dependente (Almeida et al. 

2022) especialmente as informações sobre os metabólitos secundários e a atividade 

antioxidante envolvidos nesse processo e a relação desse metabolismo com os 

processos embriogênicos. 

 Visando melhor estabelecer essa correlação, este trabalho foi dividido em dois 

capítulos e juntos tiveram como objetivo obter um protocolo eficiente com o intuito de 

obter embriões somáticos de H. hybridum cv. Intokase. Esse trabalho objetivou 

estudar os fatores que afetam a embriogênese somática, a exemplo de fator 

endógeno, como a idade dos tecidos utilizados como explantes e de fatores 

exógenos como o meio de cultura, fontes de açúcar, fitorreguladores, antioxidantes 

aplicados ao meio de cultivo e necessidade de subcultivos dos explantes. A 

fundamentação do presente projeto se baseia no fato de que a partir de um 

protocolo prévio gerado pelo nosso grupo, as alterações de alguns desses fatores 

externos durante a indução da ES poderiam auxiliar no aumento da frequência de 

regeneração de ES. Ao mesmo tempo, o projeto teve como objetivo correlacionar o 

aumento da frequência da ES com a atividade antioxidante, produção de fenóis e 

quantificação e identificação de alguns compostos fenólicos nos tecidos vegetais.  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

O objetivo deste trabalho foi aumentar a frequência da embriogênese somática em 

segmentos de tépalas de amarílis a partir de experimentos com meios de cultura, 

carboidratos, PVP40 e espectro luminoso e analisar nos tecidos a relação de alguns 

componentes do metabolismo secundário com a frequência de embriogênese 

somática em tépalas de amarílis. 

Objetivos específicos 

o Testar a aplicabilidade do protocolo de embriogênese somática para uma 

cultivar recalcitrante de amarílis; 

o Testar o fator idade dos tecidos florais na frequência de regeneração dos 

embriões somáticos 

o Testar diferentes concentrações de antioxidantes no meio de cultura e avaliar 

as respostas dos tecidos florais nos diferentes espectros de luzes; 

o Avaliar os efeitos do uso de antioxidantes na obtenção embriões somáticos e 

calos embriogênicos. 

o Avaliar os efeitos de duas fontes nutricionais na obtenção de embriões 

somáticos e calos embriogênicos. 

o Avaliar o potencial antioxidante dos extratos metanólicos. 

o Identificar quais flavonoides estão envolvidos com a embriogênese somática. 
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REVISÃO DA LITERATURA 

 

1. Hippeastrum sp. Herb. 

A Amaryllidaceae é originária do sul da África e da América do Sul, e sua 

distribuição ocorre em regiões tropicais e subtropicais (Dahlgre; Clifford, 1982).  

O gênero Hippeastrum possui cerca de 50 espécies, das quais 38 são citadas 

para o Brasil (Dutilh, 2005). Porém na literatura, segundo Dalhgren et al. (1982) esse 

número está entre 50 à 75, entretanto Judd et al. (1999) cita cerca de 70 espécies.  

A versão mais recente da taxonomia do gênero foi elaborada por Seubert 

(1847) a qual está publicada na Flora Brasiliensis, o autor considera Hippeastrum 

como subgênero de Amaryllis definindo-se 20 espécies. (Dutilh, 1996). Entretanto, a 

maioria dos híbridos comerciais disponíveis no mercado são derivados de 

cruzamentos entre 6 espécies. 

Os bulbos de Hippeastrum emitem um caule de flor oco e ereto, geralmente 

antes das folhas serem produzidas. Quando os bulbos são grandes podem produzir 

mais de um pedúnculo, simultaneamente ou sequencialmente. Cada escapo de 18-

24 centímetros de altura produz de quatro a cinco flores grandes em uma 

inflorescência umbeliforme. Duas brácteas livres envolvem os botões florais 

terminais até florescerem (Meerow, 1998). 

O nome “Hippeastrum“ foi definido pelo botânico William Herbert, o qual 

descreveu a primeira espécie de nome Hippeastrum reginae (Herbert, 1821). 

2. Potencial ornamental e medicinal 

Os fenótipos desse gênero incluem flores grandes e de coloração variada, 

podendo ser brancas, vermelhas, rosa, salmão, damasco, rosa ou bicolores. No 

mercado atual existem híbridos os quais são comercializados como flores de vasos, 

o híbrido Hippeastrum hybridum cv. Intokase apresenta flores grandes e de 

coloração branca (Figura 1) (Silberbush et al., 2003). 
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Figura 1. Conjunto de flores de Hippeastrum hybridum cv. Intokase. Fonte: Terra 

Viva Flores e Plantas. 

O bulbo de amarílis armazena nutrientes importantes para o seu crescimento 

e desenvolvimento, sendo fonte de matéria prima para o plantio, sua floração 

apresenta crescimento acelerado, sendo que cada bulbo pode produzir de uma a 

três hastes, cada uma com conjuntos de quatro a cinco flores, com durabilidade de 

cerca de quinze dias. Após esse período, o bulbo entra em estado vegetativo, com 

produção de novas folhas. E logo após ocorre o estado de dormência, perdendo 

suas folhas, florescendo novamente na primavera (Terra Viva, 2019). 

Uma característica peculiar das Amaryllidaceae é o uso de compostos 

medicinais na medicina popular para tratamento de doenças (Döpke et al., 1995; 

Louw et al., 2002). Esses compostos podem ser encontrados em toda a planta, 
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porém estão predominantemente nos bulbos (Bruneton, 2001), e devido a inúmeras 

espécies o teor e conteúdo sofrem variações (Elgorashi et al., 2003). 

Os extratos de Hippeastrum possuem alcaloides, fenóis e flavonóides 

caracterizado por serem compostos bioativos com propriedades antioxidantes, anti-

cancerígenas, anti-inflamatórias e antimicrobianas. Além das propriedades 

mencionadas, estudos têm investigado o potencial das espécies de Hippeastrum 

para o tratamento de doenças metabólicas e como agentes neuroprotetores 

(Shahzad et al. 2022; Liang et al., 2020; Stark et al., 2019; Cortes et al., 2018; Liu et 

al., 2010).  

3. Cultivo in vitro  

A produção de Hippeastrum sp. no Brasil é muito significativa e abrange tanto o 

cultivo comercial de empresas produtoras de bulbos quanto o uso ornamental em 

jardins domésticos (Pizano, 2022). Todavia, a sua comercialização depende da 

multiplicação dos bulbos nos viveiros e estufas (Pereira, et al., 2018), e essa técnica 

possui limitações devido a necessidade de utilização de extensas áreas de plantio. 

Nesse contexto, a técnica de micropropagação apresenta vantagens ao produtor, 

pois permite a preservação do germoplasma, fornece plantas em larga escala a 

partir de pequenos explantes, garante a produção de plantas livre de patógenos e 

doenças sistêmicas, além da produção de plantas independente das condições 

sazonais externas (De Klerk, 2012; Hartmann, 1959; Debergh et al., 1981). 

Em amarílis a regeneração in vitro tem sido estudada por vários autores, há 

relatos de autores que utilizaram segmentos de escamas do bulbo visando a 

embriogênese somática (Mujib, et al., 2005) (Yu et al., 2018), bulbos in vitro (Gong, 

et al., 2012), ovários (Huang & Chang, 2005a) e pedicelos (Huang & Chang, 2005b). 

Recentemente, foi desenvolvido também um protocolo que utilizou como explante 

inicial tépalas internas das flores visando a ES, a qual resultou em sucesso na 

obtenção dos embriões somático, com aclimatização das plântulas e 100% de 

plantas livres dos dois principais vírus causadores do mosaico nessa espécie, 

Hippeastrum Mosaic Virus (HiMV) e Cucumber Mosaic Virus (CMV) (de Almeida et 

al., 2022).  



 7

Para que as plantas sejam propagadas visando uniformidade de produção, 

sazonalidade e sanidade, a cultura de tecidos vegetais é uma aliada caracterizando-

se pelo cultivo de material vegetal sobre um meio de cultura nutritivo, em condições 

assépticas e cultivo em ambiente (iluminação e temperatura) controlado. A principal 

técnica é a de micropropagação, sendo amplamente utilizada por laboratórios ao 

redor do mundo (Cardoso et al., 2018).  

Dentro da sala de cultivo, as prateleiras são equipadas com iluminação 

artificial, garantindo que as plantas recebam um mínimo de quantidade necessária 

de luz. Para tanto, o uso de diodos emissores de luz (LEDs) garante eficiência 

energética (Sena, et al., 2024) e auxiliam nas diversas respostas fisiológicas que se 

pode obter, como aumento da taxa fotossintética (Kozai, 2016), influência na 

morfogênese das plantas cultivadas in vitro (Lian et al., 2002) e produção de 

compostos fenólicos (Costa, et al., 2019). 

Diversos são os fatores que influenciam no sucesso da técnica, dessa forma 

para obter um protocolo viável recorremos aos aspectos envolvidos na escolha 

assertiva como por exemplo o meio de cultura, os hormônios, a fonte de carbono, o 

tipo e a qualidade da fonte luminosa, a temperatura ideal, a idade da planta, a época 

de colheita, o material vegetal, dentre outros fatores que estão interligados nesse 

processo de micropropagação (George, et al., 2008). Portanto, essa etapa de ajuste 

é crucial para que seja possível micropropagar o Hippeastrum em condição 

laboratorial. 

Dentro os objetivos citados do cultivo in vitro, destaca-se a produção em larga 

escala de clones idênticos a planta-mãe, isso só é possível pela totipotência celular, 

a qual poderá seguir a rota da organogênese ou da embriogênese somática 

(Haberlandt, 1902) (Segura, 1993) (Phillips; Garda, 2019). 

O processo de indução que leva à embriogênese somática ocorre em células 

transientes expostas a estresse intenso e/ou altas concentrações de fitorreguladores 

De acordo com os modelos aceitos pelos pesquisadores, essa indução resulta na 

desdiferenciação das células somáticas vegetais, seguida ou acompanhada pela 

recuperação da totipotência. Em seu estágio totipotente, as células tornam-se 

capazes de perceber sinais de desenvolvimento apropriados para iniciar a 
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embriogênese, o que ocorre naturalmente em condições adequadas tanto in vivo 

quanto in vitro (Ramírez-Mosqueda, 2022). 

 

4. Embriogênese somática 

Dentre os modelos morfogenéticos, a embriogênese somática é caracterizada 

pela formação de embriões assexuados em que células somáticas diploides 

desenvolvem-se em plantas sem fusão de gameta e que não dispõe de conexão 

vascular com o tecido mãe (Werner et al., 2012). Podendo ocorrer pela seleção e 

ativação de células competentes (modelo direto), sem a formação de estádios 

intermediários de calos, ou com a indução de células (modelo indireto), formação de 

calos, sendo necessário condições controladas e meio de cultura balanceado para 

originar plantas inteiras (Mantell et al., 1994). 

As mudanças no desenvolvimento do embrião são visíveis e ocorre na 

maioria das vezes com a formação de células com competência embriogênica, 

passando pelas etapas de estádio globular, codiforme e torpedo (Toonen; Vries, 

1996). 

 Entretanto, existe evidência que em monocotiledôneas, os embriões 

somáticos compreendem estruturas globulares, que se desenvolvem assemelhando-

se a um coleóptilo e um esculeto (George, 1996). 

No processo embriogênico é frequentemente relacionado o uso de auxinas, 

conforme comprovado pelo uso desta classe de fitorreguladores em vários 

protocolos (Karami, et al., 2021). Durante as fases iniciais da embriogênese, 

observa-se um aumento nos níveis de auxina endógena, o qual está associado à 

ativação de sinais de estresse e alterações no estado da cromatina (Ribnicky, et al., 

2002; Phillips, et al., 1994). A necessidade de auxinas é temporária e específica 

para os estágios iniciais da embriogênese, os quais geralmente são marcados pela 

formação de tecido embriogênico; as próximas fases do cultivo podem ocorrer na 

ausência de auxina (Pasqual, et al.1997; Jiménez, 2005). Esta ideia geral é aplicável 

a várias espécies, incluindo Arabidopsis, um sistema modelo na biologia vegetal (Ji, 

et al., 2019; Horstman, et al., 2017).  

Um dos aspectos relevantes da embriogênese vegetal in vitro é a grande 

diversidade das condições de cultivo que podem iniciar o desenvolvimento de 

embriões, incluindo tratamentos hormonais e de estresse (Fehér et al., 2003). 
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5. Bioquímica do cultivo in vitro 

Em virtude do ambiente laboratorial ser totalmente controlado, e moldável, os 

explantes que são inoculados in vitro passam por sucessivas manipulações e dessa 

forma, estão sujeitos a condições ambientais incomuns, quando comparadas as 

condições de uma casa de vegetação ou campo por exemplo (Gaspar et al., 2002). 

A citar, a alta umidade relativa no interior dos frascos e tubos; o acúmulo de gases, 

principalmente o etileno; elevadas concentrações de reguladores de crescimento 

vegetal; acúmulo de sustâncias reativas, como por exemplo as espécies reativas de 

oxigênio; elevadas quantidades de carboidratos; dentre outros.  

Todos esses fatores, somados, favorecem dois tipos de estresse: sendo um 

benéfico para o desenvolvimento vegetal e outro com efeitos danosos. Portanto, um 

estresse leve ativa o metabolismo celular, induzindo uma resposta defensiva ou 

adaptativa (Pinto et al., 2010). O estresse in vitro expressa-se na forma de estresse 

oxidativo, que é um desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ERO’s), como peróxidos e radicais livres, e a capacidade das células em neutralizá-

las por meio de sistemas antioxidantes (Pinto et al., 2010). Dessa forma, acarreta na 

elevação das concentrações das ERO’s, que atacam moléculas vitais como 

proteínas, lipídios e ácidos nucléicos, promovendo distúrbios estruturais, 

metabólicos e fisiológicos, que podem levar a morte (Bray; Bailey; Weretilnyk, 2000). 

Entretanto, as ERO’s são produzidas naturalmente nas plantas, pela cadeia 

transportadora de elétrons no cloroplasto e mitocôndria e pela fotorrespiração (Dat et 

al., 2000) e têm papel crucial na sinalização o crescimento e desenvolvimento das 

plantas. Nesse sentido, é benéfico e necessário níveis baixos de estresse oxidativo 

para desencadear uma determinada rota morfogênica (Obert et al., 2005; Blazquez 

et al., 2009). 

Dessa forma, as ERO’s têm papel duplo como compostos tóxicos, e como 

reguladoras chaves de muitos processos biológicos, tais como crescimento, ciclo 

celular, morte celular programada, sinalização hormonal, resposta celular aos fatores 

bióticos e abióticos e desenvolvimento (Foyer; Noctor, 2005; Fujita et al., 2006; Miller 

et al., 2009; Mittler et al., 2004). 

Com isso, a evolução de um mecanismo eficiente das células vegetais 

permitiu a mitigação da toxicidade das espécies reativas de oxigênio. A exemplo o 

mecanismo que compõe o sistema antioxidante, sendo representado pelas enzimas, 

tais como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase 
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(APX), entre outras. Ademais, o equilíbrio desse sistema é essencial para suprimir 

quantidades tóxicas EROs em uma célula e para auxiliar no desenvolvimento sadio 

e vigoroso do tecido (Hung et al., 2005).  

A superóxido dismutase (SOD) é a enzima intracelular antioxidante mais 

eficaz, e está presente em todos os organismos aeróbicos e em todos os 

compartimentos subcelulares propensos ao estresse oxidativo mediado por ROS. 

Atualmente é bem estabelecido que vários estresses ambientais frequentemente 

levam ao aumento da geração de ERO’s e a SOD tem sido considerada importante 

para as plantas na tolerância ao estresse ERO’s por fornecer a primeira linha de 

defesa contra os efeitos tóxicos de níveis elevados de ERO’s (Gill & Tuteja, 2010). A 

SOD atua na remoção do O2•- liberando H2O2 e O2. Em seguida, as moléculas de 

H2O2 produzidas são removidas pela CAT e APX. Estes metabólitos são importantes 

para a eliminação dos radicais OH•, considerados as mais reativas e danosas 

formas das ERO’s (Foyer & Noctor, 2011). 

 

6. Análises bioquímicas  

Durante a embriogênese somática, as células vegetais enfrentam estresses 

físicos, químicos e biológicos. Nesse sentido, a bioquímica ajuda a entender as 

respostas adaptativas das células a esses estresses, a atividade antioxidante das 

células, incluindo a capacidade de neutralizar radicais livres através de antioxidantes 

endógenos como compostos fenólicos, enzimas antioxidantes e outras moléculas 

redutoras. Avaliar esses compostos norteiam os estudos para elucidar como as 

células respondem ao estresse oxidativo e para melhorar a eficiência na produção 

de plantas regeneradas (Hasanuzzaman, et al., 2012). 

Portanto, existem diversas metodologias usadas para avaliar a capacidade 

antioxidante, podendo ser expressas por meio de parâmetros, como: a capacidade 

de redução de um metal (método FRAP, do inglês ferric reducing antioxidant power, 

a capacidade de remoção de um radical orgânico (método DPPH – peroxidação do 

2,2-difenil-1-picrilidrazil), entre outros (Kang & Saltveit, 2002). 

Além da atividade antioxidante, a análise de compostos fenólicos também 

está inserida nesse contexto. Fenóis estão envolvidos em várias funções 

fisiológicas, incluindo defesa contra estresses ambientais e regulação do 

crescimento celular. A quantificação desses compostos gera informações sobre os 
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estágios de desenvolvimento e a qualidade dos embriões vegetais formados in vitro 

(Pratyusha, 2022).  

6.1 Método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) 

O método do sequestro do radical estável DPPH● é o mais utilizado em 

avaliações preliminares acerca da atividade antioxidante de compostos isolados ou 

extratos vegetais. O DPPH● possui coloração violácea e absorção no  de 517 nm. 

Na presença de um doador de hidrogênio, ou seja, um átomo de hidrogênio 

proveniente de um composto antioxidante (X-H), o radical se reduz a DPPH-H, com 

mudança da coloração para amarelo (Brand-Williams et al., 1995). A reação é 

monitorada pelo decréscimo da absorbância, que pode ser avaliada em 

espectrofotômetro UV-Vis. Como parâmetro de comparação com os resultados da 

amostra, é comum a utilização neste ensaio de padrões de antioxidantes. Exemplos 

de compostos utilizados como padrão de antioxidantes são o ácido gálico, ácido 

ascórbico, tocoferol, quercetina e trolox (Furlan et al., 2015). 

 

6.2 Método FRAP (Poder Antioxidante Redutor do Ferro)  

O ensaio pelo método FRAP baseia-se na redução do íon Fe3+ (forma 

férrica), presente no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), a íon Fe2+ (forma 

ferrosa), na presença de um antioxidante. O complexo formado após a redução 

apresenta coloração roxa, com absorção de  593 nm. Desta forma, quanto maior a 

absorbância medida após a reação, maior será o potencial antioxidante da amostra 

avaliada. O resultado final pode ser expresso como a concentração de antioxidante 

capaz de reduzir 1 μmol de sulfato ferroso, usado como padrão no ensaio. Outras 

formas de expressar o resultado final incluem equivalentes de ácido ascórbico 

(número de μmoles de ácido ascórbico capaz de produzir a mesma atividade de 1g 

de amostra) ou outros compostos antioxidantes utilizados como padrão no ensaio 

(Amorati & Valgimigl, 2015). 

 

6.3 Método Folin-Ciocalteu 

Na literatura há várias metodologias de quantificação para compostos 

fenólicos, sendo o ensaio de Folin-Ciocalteu o mais usado e amplamente estudado. 

Basicamente, este ensaio mede a capacidade de transferência de elétrons de 

substâncias redutoras, como por exemplo os compostos fenólicos, em meio alcalino 



 12

para o reagente ácido fosfotúngsticofosfomolíbdico, resultando em complexos azuis 

que são detectados espectrofotometricamente (Pires et al., 2017). 

 

6.4 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC, do inglês High 

Performance Liquid Chromatography) é uma técnica analítica utilizada na 

separação, identificação e quantificação dos componentes de uma amostra, os quais 

se distribuem em duas fases, uma estacionária e a outra móvel (Snyder & Kirkland, 

2009). 

O processo começa com a preparação da amostra, que é dissolvida em um 

solvente adequado e injetada em um sistema de HPLC. A amostra é então forçada a 

passar através de uma coluna preenchida com uma fase estacionária, geralmente 

um material sólido que interage com os componentes da amostra de forma diferente. 

A fase móvel, que é o solvente que flui pela coluna, transporta a amostra e ajuda a 

separar seus componentes com base nas interações dessas substâncias com a fase 

estacionária (Shieppati, et al., 2021). 

À medida que os diferentes componentes saem da coluna, eles passam por 

um detector, que pode usar diversos princípios, como absorção UV-Vis, 

fluorescência ou condutividade, para gerar um sinal registrado em forma de um 

cromatograma. Esse cromatograma é um gráfico que exibe picos correspondentes 

aos diferentes componentes da amostra, permitindo a análise e quantificação dos 

mesmos com base no tempo de retenção e na área dos picos (Guiochon; Gritti, 

2013). 

O detector de arranjo linear de diodos, do inglês, Diode array Detector (DAD), 

consiste em um sistema em que a luz policromática é incidida em uma cela em fluxo 

pelo qual o eluente da coluna é bombeado. Após passar pela amostra, o feixe 

luminoso é espalhado em um grid de difração em diversos comprimentos de onda, 

que são detectados pelos diodos, cada um dedicado a uma faixa de fótons 

incidentes.  Dessa forma, quando um analito é eluido da coluna, se ele absorve 

algum comprimento de onda que pode ser detectado pelo DAD, a atenuação de 

intensidade luminosa nos diodos promove uma diferença de potencial elétrico, que, 

por sua vez, promove um sinal amplificável e conversível em um sinal digital 

registrado pelo software do equipamento (Shieppati, et al., 2021). 
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O DAD permite o monitoramento de múltiplos comprimentos de onda 

simultaneamente, a obtenção do espectro de absorção de Ultravioleta-Visível dos 

analitos, e pode fornecer informações sobre a pureza da banda cromatográfica, caso 

compostos coeluídos apresentem diferentes perfis de absorção da faixa do espectro 

eletromagnético medido (Patterson, 2008). 

Assim, o HPLC-DAD pode medir qualquer analito desde que ele absorva em 

algum comprimento de onda dentro da faixa de 190 a 800 nm (faixa UV-VÍS do 

espectro eletromagnético) (Meyer, V.; Reusch, 2002). 
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CAPÍTULO 1.  Antioxidantes e espectro luminoso na embriogênese somática a 
partir de tépalas de amarílis (Hippeastrum sp. Herb.) 
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1  RESUMO 

Hippeastrum sp., comercialmente chamada de amarílis, pertencente a 
Amaryllidaceae sendo perene e bulbosa. O bulbo do amarílis é um importante 
produto florícola, valorizado no mercado mundial pelas suas longas inflorescências 
contendo 3-5 flores de grande diâmetro e coloração ornamental. A propagação em 
larga escala dessa espécie é feita pela técnica conhecida como escamas duplas. No 
entanto, esta técnica promove a disseminação de doenças sistêmicas, dentre elas 
vírus causadores de sintomas de mosaico. Desse modo, a busca por técnicas que 
conciliem a propagação clonal associando a produção de plantas livres de vírus 
poderia resultar em ganhos consideráveis para o aumento da qualidade e 
comercialização de amarílis no mercado internacional. A embriogênese somática 
(ES) é uma técnica de cultivo in vitro que visa a regeneração de embriões originados 
a partir de células e tecidos somáticos, e na qual os tecidos resultam em calos 
embriogênicos e embriões. Vários fatores afetam a embriogênese somática, a 
exemplo de fatores endógenos, como o genótipo e a idade do tecido e de fatores 
ambientais como, fitorreguladores e antioxidantes aplicados ao meio de cultivo. A 
fundamentação do presente projeto se baseia no fato de que a partir de um 
protocolo prévio gerado pelo nosso grupo, as alterações de alguns desses fatores 
externos durante a indução da ES poderia auxiliar no aumento da frequência de 
regeneração de ES. Para tanto, foram propostos e realizados diferentes 
experimentos para teste de fatores endógenos (idade dos tecidos) e exógenos 
(agentes antioxidantes e iluminação) na ES de segmentos de tépalas de 
Hippeastrum sp. Tecidos jovens foram mais responsivos na geração de ES 
combinados com presença de PVP 40 e espectro luminoso LED Branco e/ou LED 
vermelho-branco. Com resultados de massa de calos de 1,5 (g/explante) e 
quantidade de embriões de 10 embriões/explante para o LED Branco e 0,96 
(g/explante) de massa de calos e 13 embriões/explante para o LED vermelho-
branco. Foi possível correlacionar os dados bioquímicos com a resposta da ES em 
tépalas de amarílis.  
 
Palavras-chave: Amarílis, planta ornamental, calos embriogênicos, Ácido 2,4 
diclorofenoxiacético, antioxidantes. 
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2 INTRODUÇÃO 

As geófitas ornamentais desempenham um papel significativo para a indústria 

ornamental global. Devido a sua versatilidade os bulbos podem ser comercializados 

como flores de corte, flores em vasos, paisagismo e jardinagem (Benschop et al., 

2010). 

 A propagação usualmente é feita por meio de sementes, bulbilhos laterais e 

escamas duplas, sendo que as sementes têm maior aplicação para o melhoramento 

genético e desenvolvimento de novas cultivares (Kim & De Hertogh, 1997), enquanto 

os métodos vegetativos, especialmente o de escama-duplas tem sido aplicado na 

produção de mudas clonais em larga escala (Bach & Sochacki 2013). 

Contudo, apesar de atender as exigências do mercado de flores e bulbos, os 

métodos vegetativos de propagação apresentam limitações notáveis, como o 

surgimento e multiplicação de microrganismos endógenos, especialmente 

fitopatógenos, como os descritos por Alexandre et al. (2005), Cumcuber Mosaic 

Vírus (CMV), Mosaico-do-Hippeastrum (HiMV) e vírus vira-cabeça-do-tomateiro – 

Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV). 

As técnicas de cultura de tecidos, como por exemplo a micropropagação a 

partir de ápices caulinares e a embriogênese somática (ES), oferecem soluções 

eficazes para os desafios da propagação convencional de bulbos, pois permitem a 

produção clonal de plantas em larga escala, além de gerar plantas e bulbos sadios 

livres de doenças sistêmicas, e que podem ser usados como matrizes para a 

propagação convencional por escamas-duplas, gerando cultivos com inóculo inicial 

zero, visando produções mais eficientes e livres de doenças de grande relevância.  

Nesse contexto, recentemente, nosso grupo de pesquisas desenvolveu um 

protocolo que permitiu a indução e regeneração de ES livres dos dois principais tipos 

de vírus do amarílis, o HiMV e o CMV (de Almeida et al. 2022) e mais recentemente 

observados que as plantas provenientes da ES são estáveis geneticamente, 

apresentando as principais características dos clones utilizados como doadores de 

explantes. Esses dois pontos permitem um avanço considerável na técnica e um 

potencial ainda pouco explorado que pode resultar em mudas de altíssima qualidade 

visando a propagação clonal. No entanto, entre os principais entraves para se usar 

ou não a ES estão a baixa taxa de indução e regeneração de embriões somáticos e 

a possibilidade de se obter mutações não desejáveis, também chamadas de 
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variações somaclonais, devido a reações em cadeia derivadas do processo, que 

induzem diversos estresses oxidativos e consequentemente amplificam a produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Apel & Hirt, 2004). Um dos principais 

produtos produzidos nessa reação são os radicais livres, que possuem um ou mais 

elétrons desemparelhados no seu orbital de valência e isso os torna altamente 

reativos. As quantidades elevadas de radicais livres e seus produtos de reação 

podem levar à recalcitrância morfogenética na cultura de tecidos vegetais (Benson, 

2000). 

Além disso, dependendo das características do estresse e da planta, haverá 

uma resposta de resistência ou suscetibilidade a ele, resultando na morte do 

organismo ou em sua sobrevivência e crescimento (Zhang et al., 2015) (Sen, 2022).  

Para tentar contornar esse processo, o uso de antioxidantes no meio de 

cultura durante as etapas da ES podem ser um fator de aliviamento do estresse 

oxidativo, pois a sua adição pode auxiliar em mecanismos celulares que regulam as 

EROs, protegendo as células dos danos oxidativos, além de absorver os produtos 

da oxidação fenólica o que pode propiciar o aumento da ES (Goulart et al., 2010). 

No entanto, estudos com antioxidantes no cultivo in vitro tem sido realizado de 

modo ainda simples, avaliando-se na maioria dos casos os efeitos dos antioxidantes 

no estabelecimento das plantas in vitro, seus efeitos na produção de compostos 

fenólicos e na atividade enzimática antioxidante. Associações mais distantes e 

complexas, como a capacidade de um agente antioxidante em estimular ou inibir um 

processo embriogênico in vitro, ainda são escassos e requerem estudos mais 

detalhados. Outro ponto importante que foi explorado é a correlação dos efeitos 

antioxidantes na regeneração via ES e a composição dos fenólicos presentes. 

 O objetivo do presente trabalho foi propor um protocolo para aumentar a 

porcentagem de geração de embriões somáticos em segmentos de tépalas de 

amarílis, testando fatores endógenos como idade dos tecidos e exógenos à exemplo 

de agentes antioxidantes e iluminação, além de estudar a correlação da formação da 

ES com alguns componentes do metabolismo secundário de amarílis. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Material vegetal 

Os bulbos de Hippeastrum hybridum cv. Intokase previamente induzidos a 

floração em câmaras frias, foram obtidos junto a empresa Terra Viva (Holambra, 

SP). Essa cultivar foi escolhida pelo fato de ser uma das líderes de mercado, além 

de demonstrar certa recalcitrância para a ES utilizando o protocolo previamente 

desenvolvido. Foi realizado o plantio (Figura 1) em potes plásticos número 15 (1,4 L 

capacidade) contendo substrato a base de turfa, perlita expandida, vermiculita 

expandida, e casca de arroz torrefada (Carolina Soil ®) e areia lavada 2:1 (v/v).  

 O cultivo foi realizado em casa de vegetação coberta na face superior com 

plástico agrícola difusor de 150 micras e tela Freshnet como sombreamento de 65%, 

e nas laterais com sombrite preto para 50% de sombreamento, e irrigados por 

microaspersão, com quantidade de água aplicada de aproximadamente 5 mm/dia. 

As plantas foram cultivadas até o momento da floração, quando as espatas foram 

coletadas e utilizadas para o experimento. 

 

Figura 1. Bulbos com 7 dias de plantio de H. hybridum cv. Intokase fornecidos pela 

Terra Viva (Holambra, SP). Autoria: Ana Victória Conde van den Broek. 

3.2  Assepsia e estabelecimento 

Os botões florais foram colhidos e armazenados em sacos plásticos sob 

temperatura de geladeira (8-10°C) por dois a quatro dias antes do uso. Os botões 
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florais foram lavados externamente com antisséptico 2% de digliconato de 

clorexidina (Riohex®), em seguida submetido à desinfecção em solução de 

hipoclorito de sódio (cloro ativo 1,0–1,5%) por 10 minutos sob agitação manual. Em 

seguida, foi retirado os botões florais de dentro da espata com auxílio de bisturi 

estéril e alocados em frascos estéreis. Então foram submetidos a assepsia com 

álcool 70% por 30 segundos e solução de hipoclorito de sódio (cloro ativo 2,0-2,5%) 

por 15 minutos. Só então foram lavados por três vezes consecutivas em água 

deionizada autoclavada por 3 minutos cada. As três tépalas externas foram 

eliminadas (Figura 2) e apenas as tépalas internas foram usadas como explantes, 

buscando repetir os resultados positivos obtidos com a cultivar Bingo (Almeida et al. 

2022) e com o objetivo de diminuir a chances de contaminação por 

microorganismos.   

Figura 2. Demonstração dos passos de manipulação dos botões florais. a. Botões 

florais submetidos à assepsia. b. Botão floral inteiro contendo tépalas externas e 

internas. c. Tépalas externas sendo retiradas, restando somente as tépalas internas 

d. Tépalas internas que serão separadas dos pistilos e posteriormente seccionadas 

em quadrados de 1 cm2 e servindo como explante para a ES. Autoria: Ana Victória 

Conde van den Broek. 

Essas tépalas internas foram seccionadas em quadrados de 1 cm² cada e 

inoculadas em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962)  com metade da 

concentração de macronutrientes (MS½), acrescido de 30 g L−¹ de sacarose; 0,1 g L-

¹ de mio-inositol; acrescido de 0,5 mg L-¹ de Ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 

1,0 mg L-¹ de Thidiazuron (TDZ) e com o pH ajustado para 5,8 antes da adição de 

6,4 g L−¹ de ágar, o qual foi autoclavado a 120 °C por 20 min.  
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3.3  Experimento 1: Idade do botão floral e período de escuro para indução 

da ES em amarílis 

Durante o primeiro ano do projeto, foram realizados testes a fim de elucidar qual 

idade de botão floral seria mais responsivo no aumento da regeneração para a 

cultivar Intokase, essa considerada recalcitrante para a ES a partir de resultados de 

estudos anteriores (dados não publicados). Dessa forma, foram testadas duas 

idades dos botões florais: com a espata totalmente fechada (estágio 1), e em fase de 

pré-antese (estágio 2), ou seja, com os botões florais fora da espata e um dia antes 

da antese. O meio de cultura básico foi o mesmo citado no tópico anterior.  

Em outro experimento, foi usado a idade mais responsiva dos botões florais 

(estágio 1) integrado com três tempos de iluminação, sendo eles: - tubos colocados 

imediatamente na luz branca após estabelecimento ou inoculação dos segmentos de 

tépalas; - tubos que permaneceram no escuro por 30 dias; – tubos que 

permaneceram no escuro por 60 dias antes de serem expostos a luz branca. Nos 

três tratamentos, o experimento durou 120 dias. 

3.4  Experimento 2: PVP 40 e espectros luminosos na indução e 

regeneração de ES em segmentos de tépalas de amarílis 

O meio de cultura base para esse experimento foi o mesmo descrito ao final do 

tópico 3.2 e os tratamentos consistiram em três concentrações do antioxidante PVP 

40: 0 ; 1 e 2 g.L-1. Esses foram combinados com três comprimentos de onda 

fornecidos por diodos emissores de luz (LEDs), sendo essas: branca (109,15 μmol 

m2 s-1); vermelha (77,5 μmol m2 s-1); vermelha e branca (57,66 μmol m2 s-1), 

totalizando nove tratamentos em um fatorial em DIC 3 × 3. Cada tratamento foi 

composto por 14 repetições, constituídos individualmente de um tubo de ensaio 

contendo um segmento de tépala cada (1 cm2). Os tubos contendo os segmentos de 

tépalas foram mantidos no escuro nos primeiros 30 dias de crescimento (conforme 

resultados obtidos no subitem 3.3), e depois transferidos para os diferentes 

espectros luminosos com fotoperíodo de 16h e à temperatura de 25 ± 2 °C.  

As porcentagens de regeneração de calos embriogênicos foram avaliadas aos 45 

dias de cultivo. Já as quantidades de embriões e massa de calos foi obtida com 120 

dias de cultivo. Aos 45 dias e aos 90 dias de cultivo, foram retirados sete tubos que 
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compuseram uma amostra composta contendo explantes sem formação de calos e 

com formação de calos, a fim de se obter o extrato metanólico proveniente de 

amostra composta, conforme descrito no tópico 3.5. Para separação dos extratos de 

45 dias e 90 dias, foi utilizado letras do alfabeto sendo que a sequência de letras A-I 

estão relacionadas aos 45 dias de cultivo e a sequência de letras M-U aos 90 dias 

de cultivo. 

3.5  Obtenção do extrato metanólico 

Segmentos de tépalas utilizados como explantes e cultivados in vitro foram 

obtidos de diferentes tratamentos proveniente dos experimentos de indução da ES. 

Este material vegetal foi mantido em liofilizador por 72 horas. Em seguida, foi 

submetido a trituração em cadinho com auxílio de pistilo e nitrogênio líquido. O pó 

resultante foi pesado para obtenção do rendimento e uma alíquota de 100 mg foi 

retirada da amostra composta para preparação do extrato metanólico. 

Em seguida, na alíquota da amostra foi adicionado 1 mL de Metanol (MeOH) 

70% e colocado em banho maria por 10 minutos. Após esse período, a essa solução 

foi centrifugada em centrífuga refrigerada (Eppendorf, 5810B) 4°C a 2.000 rpm por 2 

minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado e esse processo foi repetido 

por três vezes consecutivas até obter ao final um extrato metanólico de 3 mL. 

O extrato foi armazenado em geladeira por 1 dia, e transportado em isopor 

refrigerado para manutenção da temperatura até o Instituto de Biociências da USP, 

onde foram realizadas as análises espectrofotométricas.   

A metodologia em questão foi descrita por Pires et al. (2017a); Pires et al. 

(2017b) e Urrea-Victoria et al. (2016); com modificações para obter a proporção ideal 

da solubilidade das amostras e respectivas diluições. 

3.6  Ensaio da atividade antioxidante in vitro 

Este ensaio foi realizado em colaboração com a Profa. Dra. Déborah Yara A. C. 

dos Santos, do Departamento de Botânica – USP. 

Todos os extratos metanólicos foram analisados no mesmo dia, assim como a 

realização das respectivas curvas padrão de cada protocolo e leitura dos brancos 

das amostras. Para isso foram realizados em microplaca de 96 poços e as leituras 

de absorbância realizadas em leitor de microplacas (SynergyTMH1). Os ensaios 

foram feitos em triplicatas procedimentais. 
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O ensaio de DPPH foi desenvolvido de acordo com o protocolo descrito por Pires 

e colaboradores (2017a). Uma solução 80 μM de DPPH em metanol foi preparada 

no momento do teste. Em cada poço da microplaca foram acrescentados 280 μL da 

solução de DPPH e 20 μL de cada amostra. Após a incubação da microplaca por 30 

minutos a temperatura ambiente, a absorbância foi verificada a 517 nm. Através de 

uma curva de calibração de ácido gálico (0-54 µg.mL-1), os valores foram calculados 

em equivalente de ácido gálico (EAG) por grama de extrato (µg/g). 

O poder redutor de ferro (FRAP) foi obtido conforme protocolo descrito por Urrea-

Victoria e colaboradores (2016). Uma solução de reagente FRAP foi preparada no 

momento do teste. Em cada poço da microplaca uma alíquota de 20 μL de cada 

amostra foi adicionada a 15 µL de água ultrapura e 265 μL de reagente FRAP. Após 

a incubação da microplaca por 30 minutos a temperatura de 37°C, a absorbância foi 

verificada a 595 nm. Através de uma curva de calibração de ácido gálico (0-7,2 

µg.mL-1), os valores foram calculados em equivalente de ácido gálico (EAG) por 

grama de extrato (µg/g). 

No ensaio com o reagente de Folin-Ciocalteu, em cada poço da microplaca uma 

alíquota de 20 µL das amostras foi adicionada a 200 µL de água ultrapura e 20 µL 

do reagente  Folin-Ciocalteu 1:10 (Dinâmica®). Entre 5-8 min, foi adicionada a essa 

mistura 60 µL de uma solução saturada de carbonato de sódio (250 mg/mL utilizada 

após formação de um precipitado). Após 30 min, as absorbâncias foram lidas a 

760nm. Através de uma curva de calibração de ácido gálico (0-120 µg/mL), os 

valores foram calculados em equivalente de ácido gálico (EAG) por grama de extrato 

(µmol/g). 

3.7  Determinação do conteúdo de flavonas/flavonoides 

Para determinação do conteúdo de flavonas/flavonoides, foi utilizado o mesmo 

extrato proveniente de amostra composta (réplica distinta) conforme descrito nos 

tópicos 3.4 e 3.5, e foi injetado uma única vez a amostra para realização dessa 

análise. 

Os extratos foram suspensos em MeOH grau HPLC e preparados na 

concentração de 2 mg/mL para serem analisados. As análises por CLAE-DAD foram 

feitas utilizando o sistema Agilent 1260. Os cromatogramas foram obtidos com 

detecção em 352 nm e 280 nm, empregando-se a coluna Zorbax C18 (150 mm × 4.6 

mm x 3.5 µm) a 45 °C. Como fase móvel foi empregado gradiente de ácido acético 
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0,1% (AcOH) e acetonitrila (CH3CN), começando a corrida com 10% de CH3CN (0-6 

min), aumentando para 15% (6-7 min), mantendo isocrático por 15 minutos, seguido 

de aumento para 50% (22-32 min) e para 100% (32-42 min), mantendo isocrático 

por mais 8 minutos. O fluxo de solvente foi de 1,0 mL/min. O volume de amostra 

injetado para análise foi de 3 µL.  

Para obtenção da curva de calibração, utilizou-se Rutina nas concentrações de 

15-300 µg.mL-1 em metanol. Os valores de área resultantes do cromatograma foram 

representados graficamente e uma equação linear foi utilizada para calcular o teor 

dos flavonoides das amostras. 

3.8 Análise estatística 

Valores obtidos em porcentagem foram transformados utilizando a transformação 

de   para atender as pressuposições da análise de variância. Já os valores 

das triplicatas obtidas nas análises espectrofotométricas não foram transformados. 

Em ambos os casos, os dados foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA), 

foi realizado também o teste de Shapiro-Wilk a 5% para avaliar a normalidade dos 

resíduos e o teste de Bartlett a 5% para homogeneidade das variâncias. Em casos 

de diferença estatística, foi realizado os testes de comparação de médias Tukey e 

Scott-Knott. O software utilizado foi o RStudio versão 4.2.1 (RSTUDIO TEAM, 2022).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1  Estabelecimento do material 

 Nas duas primeiras tentativas de estabelecimento dos segmentos de pétalas 

houveram problemas de contaminação dos explantes e do meio de cultura, 

atrasando o sucesso dos experimentos. Dessa forma foi necessário reajustar o 

protocolo de assepsia, como por exemplo o uso de Riohex 2% ® para lavagem 

externa dos botões florais seguido de uma pré-assepsia em solução de hipoclorito 

de sódio (cloro ativo 1,0–1,5%) por 10 minutos sob agitação manual, para que 

pudéssemos ter eficiência no processo, conforme já descrito no tópico 3.2. Após 

todos os ajustes, não foram observadas contaminações bacterianas e nem fúngicas 

no experimento, resultando num protocolo de assepsia eficiente para continuidade 

dos testes de fatores isolados ou em fatorial. 

4.2  Experimento 1: Idade do botão floral e período de escuro para indução 

da ES em amarílis 

Sobre a idade dos botões florais, a maior porcentagem de explantes com 

calos embriogênicos ou embriões somáticos foi obtida com segmentos de tépalas 

coletados de botões florais ainda com a espata da inflorescência totalmente fechada 

(Figura 3) onde foi possível obter até 45% de explantes com calos embriogênicos ou 

embriões somáticos (Figura 4), comparados aos 11% de ES obtidos com o uso de 

botões florais em pré-antese. Almeida et al. (2022) utilizando de botões florais em 

pré-antese obteve 48% de ES em segmentos de tépalas para a cultivar Bingo e 25 

plantas aclimatizadas ao final do experimento. Esses resultados demonstram que 

para a cultivar Intokase o uso de botões florais mais jovens que aqueles utilizados 

por Almeida et al. (2022) é um fator preponderante para a indução e aumento da 

frequência da ES.  
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Figura 3. Espatas com brácteas fechadas, demostrando o momento com maior taxa 

de indução da ES em amarílis. Autoria: Ana Victória Conde van den Broek. 

 

Figura 4. Embriogênese somática de segmentos de tépalas de Hippeastrum 

hybridum cv. Intokase: a. Calos embriogênico de segmentos de tépalas (es: 

escutelo); b. embriogênese somática in vitro mostrando os calos embriogênicos em 

formação (eg: estágio globular); c. desenvolvimento de embriões globulares verdes 

de forma direta, sem a intermediação de calos; d. desenvolvimento de estágio 
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globular para escutelar; e. massa de embriões somáticos em pleno 

desenvolvimento; f-g germinação dos embriões somáticos sob condições de luz 

branca. Autoria: Ana Victória Conde van den Broek. 

Em relação aos testes com diferentes períodos de escuro antes do cultivo dos 

segmentos de tépalas na luz, foi observado que o tempo de 30 dias de escuro, 

utilizado por Almeida et al. (2022) para a cultivar Bingo, não resultou em diferenças 

na cultivar Intokase, quando comparado com os tempos de 0 (sem período de 

escuro) e 60 dias de escuro. Dessa forma, e considerando os resultados de Almeida 

et al. (2022) para H. hybridum cv. Bingo, foi mantido o padrão de 30 dias de escuro 

para indução da ES em amarílis nos experimentos com a cultivar Intokase. 

4.3  Experimento 2: PVP 40 e espectros luminosos na indução e 

regeneração de ES em segmentos de tépalas de amarílis 

Em H. hybridum cv. Intokase, o uso do antioxidante PVP 40, independente da 

concentração demonstrou ser essencial para o aumento de segmentos de tépalas 

contendo calos embriogênicos, podendo chegar a 79,2-85,4% de ES em tratamentos 

com o uso do PVP40, quando comparado com o controle na ausência PVP, no qual 

a porcentagem foi apenas de 45%, conforme demonstrado na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Efeito da concentração do antioxidante PVP 40 e dos Espectros luminosos 

no aumento da massa embriogênica de H. hybridum cv. Intokase. 

Concentração de 

PVP 40 (mg L-1) 

Porcentagem de 

explantes com ES (%) 

Espectro de luz 

fornecidos por 

LEDs  

Porcentagem de explantes 

com ES (%) 

1 85,4 (±2,71) a Branco 81,9 (±2,95) a 

2 79,2 (±3,20) a Vermelho 79,2 (3,26) ab 

0 45,1 (±4,26) b Vermelho e Branco 60,4 (±4,22) b 

P valor PVP 40 0,0044 *  

P valor Espectro 0,0297 *  

P valor interação 0,5433 ns  

*Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. ns não significativo. 
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Levando em conta que tecidos vegetais submetidos a assepsia com hipoclorito 

de sódio favorecem a produção de compostos fenólicos que desencadeiam a 

oxidação fenólica (escurecimento dos tecidos) e até mesmo morte desses tecidos, a 

utilização de antioxidantes, nesses casos, pode resultar em maior sobrevivência e 

aumento das porcentagens de regeneração de explantes in vitro (Appleton et al., 

2012). Na literatura existem relatos que a utilização de PVP, de fato, promovem a 

redução da oxidação dos explantes e aumento da porcentagem de explantes 

regenerados, como por exemplo em Crinum (Amaryllidaceae) que aos 41 dias de 

cultivo apresentou rápido crescimento de calos friáveis e formação de embriões 

somáticos globulares e alongados em meio de cultura suplementado com PVP e 

cisteína (Osorio et al., 2010). Dessa forma, foi possível verificar a relação entre o 

metabolismo oxidativo e a resposta a embriogênese somática em amarílis. 

Com base na análise estatística verificou-se que o espectro luminoso também foi 

significativo e influenciou no aumento da porcentagem de calos embriogênicos. A 

iluminação na cor branca foi mais eficiente no aumento de explantes com calos 

embriogênicos chegando a 81,9% de explantes que apresentaram calos, resultando 

em maior porcentagem de explantes regenerados, quando comparado ao espectro 

luminoso vermelho e branco, com 60,4% explantes com ES.  

A luz foi um fator importante que afetou a ES em amarílis, sendo frequentemente 

atribuída ao crescimento e a organogênese das plantas in vitro. Uma observação 

interessante aqui é que foi obtida uma gradativa resposta de aumento da ES nos 

explantes em luzes com maiores valores de radiação fotossinteticamente ativa. 

Essas conclusões se deram por medições nas lâmpadas com diferentes espectros 

utilizadas no atual experimento, sendo uma taxa maior de ES na lâmpada com maior 

PPFD (branco) e uma taxa menor de ES na lâmpada com menor PPFD (branco e 

vermelho), demonstrando que além do comprimento de onda, o fator intensidade 

luminosa pode ter sido um fator relevante para a indução da ES em segmentos de 

tépalas de amarílis. Outros autores também observaram resultados similares com 

resposta aumentada de frequência da ES em resposta ao uso de maiores valores de 

PPFD (Kintzios & Taravira, 1997; Fiorino & Loreti, 1987). 

Modificações no espectro luminoso visando o aumento do crescimento in vitro e 

ativação de processos fisiológicos rizogênicos é reportado por autores há décadas, 

nas mais diversas culturas. Também, trabalhos apresentam resultados promissores 

e correlacionam a influência de diferentes espetros de luz LED na produção de 
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metabólitos secundários de calos cultivados in vitro (CHEN, et al., 2016) (IIYAMA, et 

al., 2024), associando mudanças na morfogênese e no metabolismo em decorrência 

do espectro luminoso utilizado para o cultivo.  

4.4  Efeito do tempo de cultivo e do espectro luminoso na comparação da 

atividade antioxidante in vitro 

Na cultura de tecidos é relatado o escurecimento do meio de cultura pela 

liberação de fenóis como polifenol oxidase (PPO) (Litz et al., 1988) e fenilalanina 

amônia liase (PAL) e peroxidase (POD) (Andersone et al., 2002; Tabiyeh et al., 

2006) após o corte dos explantes, e esse escurecimento foi relatado sendo maior em 

meio de cultura que não utiliza adsorventes antioxidantes (Zhou et al., 2010). 

Portanto, a suplementação com PVP controla a oxidação fenólica e suprimi o 

escurecimento dos tecidos (Ahmad et al., 2013). Isso também foi observado em 

nosso experimento com o uso do PVP40 no meio de cultura, sendo que 

independente da concentração, os meios contendo PVP40 ficaram menos 

avermelhados que o controle, resultado de uma maior atividade antioxidante no 

amarílis. 

Os resultados obtidos na Tabela 1, nos mostram que a presença do antioxidante 

PVP40 e o uso do espectro luminoso fornecido por LED branco favorecem o 

aumento de explantes com calos embriogênicos. Todavia a interação PVP*LUZ não 

foi significativa, portanto, não são dependentes entre si. 

Correlacionando as tabelas 1 e 2 compreendemos que as menores frequências 

de ES em V+B resultaram em maiores valores de DPPH, fenóis totais e FRAP. 

Desdobrando a interação luz dentro de concentrações de PVP40 (Tabela 2), foi 

possível observar que na concentração 1 g. L-1 PVP40 a luz V+B foi superior 

estatisticamente as demais para DPPH, Fenóis e FRAP. Indicando que nessa 

condição o espectro luminoso V+B teve a maior atividade antioxidante. 

Ainda analisando o desdobramento (Tabela 2), a análise estatística indica que 

para DPPH na concentração 1 g. L-1 PVP40 a luz branca e a luz vermelha são iguais 

estatisticamente assim como na Tabela 1 em que ambos os espectros não diferem 

entre si. Essa interação sugere que na menor atividade antioxidante teve a maior 

formação de calos contendo calos embriogênicos. 
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Tabela 2. Quantidade de agentes redutores analisados pelos métodos de DPPH, 

Folin e FRAP aos 45 dias de cultivo nos diferentes espectros luminosos. 

DPPH (µg EAG /g extrato) 
 V B V+B 

0 2,26 ± 0,42 aB 3,08 ± 0,36 aA 2,90 ± 0,18 aA 
1 2,05 ± 0,17 aB 2,17 ± 0,04 bB 2,67 ± 0,25 aA 
2 2,42 ± 0,10 aA 2,36 ± 0,13 bA 2,42 ± 0,12 aA 

        FOLIN (g EQT/g extrato) 
 V B V+B 

0 8,31 ± 0,35 aA 9,07 ± 0,31 aA 8,73 ± 0,50 aA 
1 7,18 ± 0,37 bC 7,94 ± 0,21 bB 9,19 ± 0,25 aA 
2 7,99 ± 0,30 aB 8,53 ± 0,39 aA 8,87 ± 0,15 aA 
        FRAP (µg EAG /g extrato) 

 V B V+B 
0 431,40 ± 36,36 aB 478,58 ± 18,34 aA 409,26 ± 29,01 cB 
1 298,35 ± 32,17 bC 381,87 ± 29,31 bB 546,84 ± 31,06 aA 
2 408,15 ± 46,53 aB 455,58 ± 15,28 aA 479,56 ± 33,32 bA 
    

ANOVA DPPH 
(µg EAG /g extrato) 

Folin 
(g EQT/g extrato) 

FRAP 
(µg EAG /g extrato) 

p-valor Espectro 0,004* <0.001** <0,001** 
p-valor PVP 40 0,0018* 0,005* 0,0414* 
p-valor interação 0,0116* 0,0032* <0,001** 
CV (%) 9,34 3,97 7,26 

Os dados foram coletados aos 45 dias de cultivo. Os valores representam média (n = 3). Médias seguidas com a 
mesmas letras minúsculas na coluna e maiúsculas nas linhas não diferem entre si pelo teste de Scott-knott. ** 
significativo p < 0,01. *significativo p < 0,05.  ns não significativo. V: Vermelhor. B: Branco. V+B: Vermelho-branco. 
EAG: Equivalente em ácido gálico. EQT: Equivalente em Trolox. 
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Tabela 3. Quantidade de agentes redutores analisados pelos métodos de DPPH, 

Folin e FRAP aos 90 dias de cultivo nos diferentes espectros luminosos. 

DPPH (µg EAG /g extrato) 
 V B V+B 

0 3,65 ± 0,24 aA 2,64 ± 0,09 bB 2,14 ± 0,01 cC 
1 2,93 ± 0,05 bA 2,95 ± 0,04 aA 2,56 ± 0,13 bB 
2 2,88 ± 0,10 bB 3,02 ± 0,06 aB 4,73 ± 0,10 aA 

FOLIN (g EQT/g extrato) 
 V B V+B 

0 4,68 ± 0,22 aA 3,23 ± 0,08 bB 3,12 ± 0,15 cB 
1 4,30 ± 0,14 bA 3,86 ± 0,34 aB 3,89 ± 0,02 bB 
2 4,03 ± 0,12 bB 4,02 ± 0,14 aB 6,57 ± 0,13 aA 

FRAP (µg EAG /g extrato) 
 V B V+B 

0 343,38 ± 7,28 aA 278,86 ± 21,35 bB 245,90 ± 8,86 cB 
1 289,56 ± 36,40 bB 372,97 ± 9,34 aA 294,13 ± 9,83 bB 
2 290,80 ± 13,44 bC 345,29 ± 33,85 aB 616,33 ± 24,27 aA 

ANOVA DPPH 
(µg EAG /g extrato) 

Folin 
(g EQT/g extrato) 

FRAP 
(µg EAG /g extrato) 

P valor Espectro <0.001** <0,001** <0,001** 
P valor PVP 40 <0.001* <0,001* <0,001* 
P valor interação <0.001** <0,001* <0,001** 
CV (%) 3,75 4,23 6,18 

Os dados foram coletados aos 90 dias de cultivo. Os valores representam média (n = 3). Médias seguidas com a 
mesmas letras minúsculas na coluna e maiúsculas nas linhas não diferem entre si pelo teste de Scott-knott. ** 
significativo p < 0,01. *significativo p < 0,05.  ns não significativo. V: Vermelhor. B: Branco. V+B: Vermelho-branco. 
EAG: Equivalente em ácido gálico. EQT: Equivalente em Trolox. 

Contudo, quando observamos na Tabela 3 as análises aos 90 dias de cultivo na 

concentração 2 g.L-1 de PVP 40 e na luz V+B os valores de Fenóis e FRAP reduzem, 

mas continuam superiores e diferentes estatisticamente a concentração 1 g.L-1 de 

PVP 40 e ausência de PVP 40. Para DPPH, a mesma concentração 2 g.L-1 de PVP 

40 e luz V+B apresenta o maior valor e diferente estatisticamente. 

Portanto, na Tabela 2 constatamos que aos 45 dias de cultivo na concentração 1 

g. L-1 PVP 40 estava ocorrendo o pico de produção da atividade antioxidante e de 

fenólicos na luz V+B, e que aos 90 dias de cultivo (Tabela 3) na luz V+B ocorreram 

os picos da atividade antioxidante e da produção de fenólicos na concentração 2 g. 

L-1 PVP 40. 

Na tabela 2 certificamos que a adição de PVP 40 no meio de cultura não alterou 

a atividade antioxidante nos tecidos in vitro, sendo que na luz branca e na ausência 
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de PVP 40 foi observado o maior valor de DPPH (3,08 µg EAG /g extrato), 

comparado a sua adição (2,17-2,36 µg EAG /g extrato). Assim como nos espectros 

V+B e V, em que não teve diferença estatística entre usar ou não o antioxidante. O 

PVP 40 é relatado como um polímero sintético solúvel em água, com boa 

solubilidade e compatibilidade fisiológica (Zhou et al., 2022). Relatos também que o 

PVP é um polímero inerte, não tóxico, resistente à temperatura, estável ao pH e que 

aumenta a solubilidade de compostos (Kurakula & Koteswara Rao, 2020). Com 

relação a cultura de tecidos é relatado o uso de PVP 40 como um antioxidante (Chai 

et al., 2018) para atuar como um aliviador do estresse causado pelo processo de 

assepsia e pelo ferimento do tecido no momento da inoculação, portanto, era 

esperado que os valores de DPPH aos 45 dias de cultivo (Tabela 2) fossem maiores 

na presença de PVP 40, o que não ocorreu nesse período, mas foi observado nas 

avaliações de 90 dias de cultivo na luz branca (Tabela 3).  

Desdobrando a interação (Tabela 3) constatamos que tanto para DPPH quanto 

para Fenóis e FRAP a presença de PVP 40 na luz branca apresentam valores 

maiores e diferentes estatisticamente da condição de ausência de PVP 40. 

Corroborando com os dados já apresentados na Tabela 1, que a presença de PVP 

40 confere maiores porcentagens de explantes com calos embriogênicos. E, 

portanto, elucidando que é possível correlacionar os fatores bioquímicos com o 

aumento de calos de culturas in vitro de H. hybridum cv Intokase. 

 

4.5  Efeito do tempo de cultivo e do espectro luminoso na comparação do 

conteúdo de flavonas/flavonoides in vitro. 

Na comparação do conteúdo de flavonoides a Figura 5 mostra os flavonoides 

que foram possíveis quantificar aos 45 dias e aos 90 dias de cultivo, sendo o a 

Figura 5(A) a quantificação de ácido gálico, Figura 5(B) rutina, Figura 5(C) Luteolina, 

Figura 5(D) quercetina, Figura 5(E) flavonoide_a (corresponde ao tempo de retenção 

28.00 minutos) e Figura 5(F) flavonoide_b (corresponde ao tempo de retenção 28.05 

minutos).  
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Analisando a Figura 5(D) constatamos uma produção maior de Quercetina 

nos tratamentos com luz Branca e luz V+B na presença de PVP 40 (45 dias) e uma 

produção menor de Luteolina (Figura 5C) na presença de PVP 40 (45 dias). 

Sugerindo que a taxa de formação de alguns compostos fenólicos pode estar 

relacionada com o crescimento dos tecidos cultivados (Barz, 1977). 

 Figura 5. Efeito do espectro luminoso e concentração de PVP40 na produção de 

flavonoides. Sendo A. Quantificação de ácido gálico; B. Quantificação de Rutina; C. 

Quantificação de Luteolina; D. Quantificação de Quercetina; E. Quantificação de 

Flavonóide_a (tempo de retenção 28.00 minutos); F. Flavonóide_b (tempo de 

retenção 28.05 minutos). Dados expressos em mg/g de Rutina. Autoria: Ana Victória 

Conde van den Broek. 
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Ao longo do tempo de cultivo ocorre oxidação dos tecidos e 

consequentemente, as células tentam produzir uma quantidade maior de compostos 

que irão compensar esse processo (Mittler, 2002), como por exemplo a produção de 

flavonoides, os quais atuam na proteção contra agentes oxidantes. 

Outro exemplo é a formação da espécie altamente reativa peroxinitrito, a qual 

é formada em condição de estresse oxidativo. Os flavonoides podem inibir a sua 

formação seguindo por duas vias: seja pela captação do óxido nítrico (VAN ACKER, 

et al., 1995) ou inibição da enzima xantina oxidase (importante fonte biológica de 

superóxido) (COS, et al., 1998). Alguns flavonoides, como por exemplo a quercetina 

identificada nesse projeto, tem atuação na inibição da reação de Fenton (geração de 

radicais altamente reativos hidroxil) através do efeito quelante de ferro, um 

catalisador da reação (FERRALI, et al., 1997), sendo, portanto, um flavonóide 

protetor. 

 A quantidade de luz que uma planta recebe tem grande impacto em seu 

desenvolvimento. O crescimento, a produção e o metabolismo secundário das 

plantas são todos influenciados pela luz em geral e pela qualidade da luz em 

particular (Hashim et al., 2021). As luzes LED têm sido amplamente utilizadas para 

induzir a produção de metabólitos secundários importantes em vários sistemas de 

cultura de plantas.  

 Aos 45 dias de cultivo (Figura 5A), por exemplo, o tratamento luz branca + 0 

g. L-1 PVP 40 teve a maior produção de ácido gálico, e o mesmo espectro luminoso 

combinado com 2 g. L-1 de PVP 40 teve a maior produção de quercetina (Figura 5D) 

em H. hybridum cv. Intokase. Resultados parecidos foram obtidos com o LED branco 

em sementes de Triticum aestivium com 4-12 dias de exposição, com produção de 

ácido gálico e quercetina (Cuong et al., 2019). 

 Quando observamos a Figura 5 (E-F), verificamos que aos 90 dias de cultivo 

novos flavonoides são formados, como o Flavonóide_a em altas concentrações em 

tratamentos com luz Branca e na presença de PVP 40. Já o Flavonóide_b foi 

produzido em todos os espectros luminosos, porém somente por tépalas cultivadas 

na ausência de PVP 40.   

 Em relação ao ganho de massa dos explantes em regeneração (Figura 6) 

constatamos que os espectros luminosos LED branco com 1 g. L-1 PVP 40 

apresentaram valores superiores de massa (g/explante) tanto aos 45 dias de cultivo, 

quanto aos 90 dias de cultivo quando comparado aos demais tratamentos. Esses 
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resultados estão em consonância com o que foi anteriormente abordado no tópico 

4.4. 

  

Figura 6. Efeito dos diferentes comprimentos de onda e concentração de PVP40 na 

massa fresca do explante em regeneração in vitro de H. hybridum cv. Intokase 

analisados aos 45 e 90 dias de cultivo em meio de cultura MS ½ acrescidos de 0,5 

mg L-1 de 2,4-D e 1,0 mg L-1 TDZ. Autoria: Ana Victória Conde van den Broek 

Na Luz Branca e na presença de PVP 40 aos 45 dias de cultivo (Figura 5D) 

os valores de quercetina são maiores, que na ausência de PVP 40. O mesmo 

resultado ocorre, na massa (g/explante) dos explantes em regeneração (Figura 6) 

aos 45 dias, sendo maior na presença de PVP 40. Sugerindo que a formação de 

quercetina na presença de PVP 40 pode estar relacionada com o aumento da massa 

(g/explante) de tépalas cultivadas in vitro. Segundo Feucht & Nachit, 1978 

observaram que o aumento na massa de calos no cultivo de Prunus avium L. está 

relacionada a presença rutina e quercetina. 

Na Figura 7 é possível observar as tépalas de H. hybridum cv. Intokase com 

formação de calos embriogênicos aos 90 dias cultivados em meio de cultura MS ½ 

nas diferentes concentrações de PVP 40 e nos diferentes espectros luminosos. 
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Figura 7. Diferentes comprimentos de onda e concentração de PVP40 na formação 

dos explantes em regeneração in vitro de H. hybridum cv. Intokase aos 90 dias 

cultivados em meio de cultura MS ½ acrescidos de 0,5 mg L-1 de 2,4-D e 1,0 mg L-1 

de TDZ. Autoria: Ana Victória Conde van den Broek 

De acordo com as observações anteriores a respeito da resposta positiva dos 

espectros luminosos LED branco e LED vermelho-branco e da presença de PVP40, 

continuamos constatando o mesmo benefício na quantidade superior de embriões 

(n° embriões/explante) aos 120 dias de cultivo conforme demonstrado na tabela 4. 

No entanto, em relação aos valores de massa dos calos (g/explante), não foi 

observada diferença estatisticamente significativa. 
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Tabela 4. Efeito dos diferentes comprimentos de onda e concentração de PVP 40 na 

quantidade de embriões e massa dos calos aos 120 dias de cultivo. 

Fonte de luz 
PVP 40  
(g.L-1) 

Quantidade de embriões  
(n° embriões/explante) 

Massa de calo 
(g/explante) 

Luz vermelha 0 5,28 (0,7963)  0,4952 (0,7289) 

Luz vermelha 1 4,57 (0,5208) 0,6482 (0,2778) 

Luz vermelha 2 6,57 (0,4895) 0,5392 (0,7330) 

Luz branca 0 6,66 (0,7605) 0,5433 (0,6668) 

Luz branca 1 7,42 (0,3902) 0,9246 (1,0356) 

Luz branca 2 10,71 (0,9497) 1,3047 (1,1050) 

Luz vermelha-branca 0 8,28 (1,0512) 0,3146 (0,3799) 

Luz vermelha-branca 1 13,57 (1,1856) 0,8291 (1,3374) 

Luz vermelha-branca 2 12,14 (1,1588) 0,4129 (0,5431) 

p-valor Luz 0,0097* 0,2386ns 

p-valor concentração 0,122ns 0,3524ns 

p-valor interação 0,6285ns 0,6685ns 

Luz vermelha 5,57 b - 

Luz branca 8,26 ab - 

Luz vermelha-branca 11,33 a - 
*Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. ns não significativo. 

Na Tabela 4, devido o fator luz ser significativo, visualizamos que tanto o LED 

branco quanto o LED vermelho-branco são superiores ao LED vermelho para 

quantidade de embriões (n° embriões/explante). Contudo, esses resultados são 

contrários ao relatado no tópico 4.3 em que o LED vermelho-branco mostrou ter a 

menor porcentagem de explantes contendo calos embriogênicos e se diferenciava 

estatisticamente do LED Branco.  

Para o LED Branco, verifica-se uma correlação entre maior porcentagem de 

explantes contendo calos embriogênicos (Tabela 1), com uma maior quantidade de 

DPPH aos 45 dias de cultivo (Tabela 2) e valor superior de quercetina aos 45 dias 

de cultivo (Figura 6). 
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5 CONCLUSÕES 

Diante dos dados obtidos, podemos concluir que foi possível obter um 

protocolo eficiente, com aumento da porcentagem de segmentos de tépalas 

contendo calos embriogênicos e maior massa e número de embriões por explante 

para o cultivo in vitro de H. hybridum cv. Intokase. Esse aumento ocorreu pelo uso 

de botões florais mais jovens, em meio de cultura acrescido de PVP 40 e quando os 

segmentos de tépalas foram cultivados sob LEDs branca ou na combinação de 

LEDs branca e vermelha. E dessa forma, nos tratamentos com maior produção de 

embriões somáticos foi constatado nos tecidos uma maior atividade antioxidante 

(DPPH e FRAP) bem como uma maior produção de fenóis totais e flavonoides. 
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CAPÍTULO 2.  Fontes nutricionais e açúcares na embriogênese somática a 
partir de tépalas de amarílis (Hippeastrum sp. Herb.) 
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1 RESUMO  
 
A embriogênese somática (ES) é uma técnica da agricultura moderna que permite o 
desenvolvimento de um embrião a partir da célula somática e tem sido utilizada 
como uma técnica alternativa de propagação in vitro de plantas utilizadas na 
Horticultura. Essa técnica tem demonstrado algumas vantagens em relação a 
micropropagação, especialmente na eliminação de vírus em plantas. Não tem sido 
diferente a aplicação da ES na propagação in vitro de flores, fornecendo embriões 
somáticos, com grande possibilidade de ser o inóculo inicial zero, visando cultivos 
mais eficientes. No entanto, a eficiência da ES na geração de embriões ainda é um 
dos fatores limitantes da aplicação comercial dessa técnica. Fatores como meios de 
cultura, carboidratos, fitorreguladores e luz estão associados ao sucesso da ES. O 
presente trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo de ES para 
Hippeastrum hybridum cv. Intokase, a partir segmentos de tépalas e relacionar a 
produção de embriões com fatores exógenos como fontes nutricionais e carboidratos 
juntamente com a atividade antioxidante e a produção de fenóis totais. A 
combinação de sacarose com o meio de cultura MS ½ + 0,5 mg L-¹ de Ácido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e 1,0 mg L-¹ de Thidiazuron (TDZ), gerou 40 
embriões/explante e massa de calos de 0,89 (g/explante). A quantificação de 
flavonoides mostrou presença de rutina nas tépalas da cultivar Intokase cultivadas in 
vitro no meio de cultura MS ½ + sacarose. Os resultados do meio de cultura MS ½ 
demonstraram maior massa de explante em regeneração, tendo correlação com 
maiores valores de agentes redutores analisados pelo método de Folin-Ciocalteu e 
presença de rutina nos tecidos in vitro. 
 
Palavras-chave: Cultivo in vitro, Embriões somáticos, Flor de bulbo, Atividade 
antioxidante, Metabolismo Secundário 
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2 INTRODUÇÃO 

A manipulação de plantas em ambiente laboratorial é uma técnica muito 

usada para se obter um número elevado de indivíduos, em qualquer época do ano, e 

é caracterizada por ser um sistema eficiente e de grande importância no mercado 

mundial devido a sua versatilidade em obter mudas frutíferas, ornamentais e 

florestais (Podwyszyńska et al., 2022).  

Em cultura de tecidos vegetais, a técnica de micropropagação tornou-se 

importante para a obtenção de plantas com características desejáveis, permitindo a 

propagação rápida e eficiente de clones geneticamente idênticos, sendo crucial para 

a produção comercial de diversas espécies (Debergh & Maene, 1981).  

Por outro lado, a embriogênese somática envolve a regeneração de embriões 

a partir de células somáticas, sem a fertilização. Essa técnica visa a propagação de 

plantas que são recalcitrantes à propagação convencional. Ambas as técnicas 

desempenham um papel fundamental na agricultura moderna, facilitando o 

melhoramento genético, a conservação de espécies e a produção eficiente de 

plantas ornamentais (Féher, 2019). 

Todavia, mesmo com o advento de técnicas modernas de propagação, a 

propagação comercial de amarilis ainda é feita pelo método de duplas-escamas, em 

ambiente de casa de vegetação, o qual utiliza o bulbo como material vegetal, e 

inevitavelmente dissemina as principais doenças da cultura como por exemplo as 

descritas por Alexandre et al. (2005), Cumcuber Mosaic Vírus (CMV), Mosaico-do-

Hippeastrum (HiMV) e vírus vira-cabeça-do-tomateiro – Tomato Spotted Wilt Virus 

(TSWV). 

Dessa forma, o uso de técnicas modernas de biotecnologia beneficiará o 

mercado de flores bulbosas fornecendo embriões somáticos mais saudáveis e com 

grande possibilidade de ser o inóculo inicial zero, visando cultivos mais eficientes. 

Recentemente, nosso grupo de pesquisas desenvolveu um protocolo que permitiu a 

indução e regeneração de ES livres dos dois principais tipos de vírus do amarílis, o 

HiMV e o CMV (de Almeida et al. 2022) e que as plantas provenientes da ES são 

estáveis geneticamente, apresentando as principais características dos clones 

utilizados como doadores de explantes. Nesse contexto, a técnica apresenta um 

potencial subexplorado que pode levar ao desenvolvimento de mudas de excelente 

qualidade para fins de propagação clonal. 
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Entretanto, existem inúmeras formas de se propagar uma espécie e o 

sucesso ou não da técnica depende de alguns fatores, podendo ser físicos ou 

químicos além da combinação entre eles. Como por exemplo o controle da 

temperatura, a intensidade luminosa e o espectro luminoso, as fontes nutricionais 

podendo ter variações dos macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, hormônios, 

açúcares, dentre outros (Yasemin & Beruto, 2024).  

O meio de cultura mais conhecido e utilizado no cultivo in vitro de plantas é o 

Murashige & Skoog (1962), conhecido pela sigla MS. Contudo, outras formulações 

como o N6 (CHU, et.al. 1975), são usadas em casos específicos para obtenção de 

embriogênese somática.  

Outro grande fator impactante para obter embriões somáticos é o uso dos 

fitorreguladores, podendo ser usado separadamente a auxina da citocinina, ou até 

mesmo combinações de dois ou mais reguladores. Em tal circunstância, as auxinas 

têm uma forte influência na atividade celular ao interagir com hormônios endógenos 

e alterar a expressão genética, o que facilita a desdiferenciação das células e sua 

rediferenciação para um estado embriogênico específico (Benjamins, et al., 2008).  

Segundo Gaj (2004) em diversos protocolos as auxinas são utilizadas para a 

indução de embriões somáticos, com destaque para duas auxinas citadas na 

literatura pro cultivo in vitro de Hippeastrum spp. com por exemplo o Ácido 2,4-

Diclorofenoxiacético (2,4-D) e do Thidiazuron (TDZ) combinados entre si como 

precursores para a indução da ES (de Almeida et al., 2022). 

A fonte de carbono amplamente usada na micropropagação é a sacarose 

(Stepan-Sarkissian et al., 1977; Neto & Otoni, 2003; Tokuhara, 2003), pelo fato de 

fornecer energia prontamente disponível no meio de cultura e pela sua estabilidade. 

Todavia outras fontes de açúcares como a glicose, a lactose, a maltose, a galactose 

e a frutose também vem sendo estudadas como alternativas para obter um protocolo 

eficiente de produção de embriões somáticos (Yaseen et al., 2013). 

Um fator pouco abordado nos artigos, mas que desempenha um papel crucial 

é a idade do material, pois tecidos jovens e sadios são compostos por células 

indiferenciadas e têm alta capacidade de regeneração e proliferação celular (Hoque 

& Mansfield, 2004). Desse modo, são capazes de formar clones quando colocados 

em condições laboratoriais adequadas devido a totipotência celular.  

O objetivo deste trabalho foi aumentar a eficiência de um protocolo de 

embriogênese somática para Hippeastrum hybridum cv. Intokase, a partir segmentos 
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de tépalas e relacionar fatores exógenos como fontes nutricionais e carboidratos 

com a embriogênese somática, a atividade antioxidante e a produção de fenóis 

totais. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Material vegetal  

Os bulbos de Hippeastrum hybridum cv. Intokase previamente induzidos a 

floração em câmaras frias, foram obtidos junto a empresa Terra Viva (Holambra, 

SP). Essa cultivar foi escolhida pelo fato de ser uma das líderes de mercado, além 

de demonstrar certa recalcitrância para a ES quando usado protocolo previamente 

desenvolvido. Foi realizado o plantio dos bulbos em potes plásticos número 15 (1,4 L 

capacidade) contendo substrato a base de turfa, perlita expandida, vermiculita 

expandida, e casca de arroz torrefada (Carolina Soil ®) e areia lavada 2:1 (v/v).  

 O cultivo foi realizado em casa de vegetação coberta na face superior com 

plástico agrícola difusor de 150 micras e tela Freshnet como sombreamento de 65%, 

e nas laterais com sombrite preto para 50% de sombreamento, e irrigados por 

microaspersão, com quantidade de água aplicada de aproximadamente 5 mm/dia. 

As plantas foram cultivadas até o momento da floração, quando as espatas 

totalmente fechadas foram coletadas e utilizadas para o experimento. 

 

3.2 Assepsia e estabelecimento  

Os botões florais foram colhidos e armazenados em sacos plásticos sob 

temperatura de geladeira (8-10°C) por dois a quatro dias antes do uso. Foi realizada 

uma pré-lavagem dos botões florais externamente com antisséptico 2% de 

digliconato de clorexidina (Riohex®), em seguida lavagem em água corrente e então 

submetidos à desinfecção em solução de hipoclorito de sódio (cloro ativo 1,0–1,5%) 

por 10 minutos sob agitação manual. Em seguida, foi retirado os botões florais de 

dentro da espata com auxílio de bisturi estéril e alocados em frascos estéreis. Então 

foram submetidos a assepsia com álcool 70% por 30 segundos e solução de 

hipoclorito de sódio (cloro ativo 2,0-2,5%) por 15 minutos. Só então foram lavados 

por três vezes consecutivas em água deionizada autoclavada por 3 minutos cada. 

As três tépalas externas foram eliminadas e apenas as tépalas internas foram 

usadas como explantes, buscando repetir os resultados positivos obtidos com a 
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cultivar Bingo (Almeida et al. 2022) e com o objetivo de diminuir a chances de 

contaminação por microorganismos.   

Essas tépalas internas foram seccionadas em quadrados de 1 cm² cada e 

inoculadas em meio de cultura contendo 0,5 mg L-¹ de Ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

(2,4-D) e 1,0 mg L-¹ de Thidiazuron (TDZ). O meio de cultura básico foi o Murashige 

e Skoog (MS) com metade da concentração de macronutrientes (MS½), acrescido 

de 30 g L−¹ de sacarose; 0,1 g L-¹ de mio-inositol; e com o pH ajustado para 5,8 

antes da adição de 6,4 g L−¹ de ágar, o qual foi autoclavado a 120 °C por 20 min. 

Após 30 dias de cultivo no meio de cultura descrito no parágrafo acima e na 

ausência de luz, os segmentos de tépalas foram transferidos para novos meios de 

cultura divididos em 2 fontes de nutrientes e 2 fontes de açúcares, seguindo o 

esquema demonstrado na tabela 1, em um fatorial DIC 2 × 2. Cada tratamento foi 

composto por 15 repetições, e em cada frascos possuía quatro segmentos de 

tépalas.  

 

Tabela 1. Composição dos meios de cultura dos quatro tratamentos. 

 
Reagentes       
(mg.L-1) 

N6 + 
SACAROSE 

N6 + 
GALAC/LAC 

MS½ + 
SACAROSE 

MS ½ + 
GALAC/LAC 

M
A

C
R

O
S

N
U

T
R

IE
N

T
E

S
 

NH4NO3 720,0 720,0 825,0 825,0 

KNO3 950,0 950,0 950,0 950,0 

CaCL2*2H2O 166,0 166,0 220,0 220,0 

MgSO4*7H2O 90,27 90,27 185,0 185,00 

KH2PO4 68,00 68,00 85,0 85,00,0 
     

FeSO4*7H2O 
  

27,80 27,80 

Na-EDTA 
  

37,30 37,30 

FeNaEDTA 36,70 36,70 
  

      

M
IC

R
O

N
U

T
R

IE
N

T
E

S
 Mn SO4*H2O 18,94 18,94 16,90 16,90 

ZnSO4*7H2O 10,00 10,00 8,600 8,600 

H3BO3 10,00 10,00 6,200 6,200 

KI 
  

0,830 0,830 

Na2MoO4*H2O 0,250 0,250 0,250 0,250 

CuSO4*5H2O 0,025 0,025 0,025 0,025 

CoCL2*6H2O 
  

0,025 0,025 
      

V
IT

A
M

IN
A

S
 GLICINA 2,00 2,00 2,00 2,00 

THIAMINA HCl 1,00 1,00 0,10 0,10 

PIRIDOXINA HCl 0,50 0,50 0,50 0,50 

ÁCIDO NICOTÍNICO 0,50 0,50 0,50 0,50 
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A
D

IT
IV

O
S

 
GLUTAMINA 200,0 200,0 

  

ÁCIDO ASCÓRBICO 500,0 500,0 
  

MYO-INOSITOL 100,0 100,0 100,0 100,0 
 

     

C
A

R
B

O
ID

R
A

T
O

S
 SACAROSE  30.000 

 
30.000 

 

LACTOSE  
 

18.000 
 

18.000 

GALACTOSE 
 

9.000 
 

9.000 

      

H
O

R
M

Ô
N

IO
S

 BAP 1,000 1,000 
  

ANA 0,050 0,050 
  

2,4-D 0,050 0,050 0,50 0,50 

TDZ 
  

1,00 1,00 
      

 
ÁGAR 6.400,0 6.400,0 6.400,0 6.400,0 

      

 
pH 5,8 5,8 5,8 5,8 

 
Todos os tratamentos foram alocados em prateleiras com iluminação fornecida 

por diodos emissores de luz (LEDs) branca (109,15 μmol m2 s-1), em sala com 

fotoperíodo de 16h à temperatura de 25 ± 2 °C, conforme resultados previamente 

obtidos (Capítulo 1). 

As quantidades de embriões foram obtidas aos 60, 120 e 180 dias e massa dos 

explantes em regeneração foi obtida com 60 e 120 dias. Aos 60 dias de cultivo, sete 

explantes proveniente de réplicas distintas (tépalas sem formação de calos 

embriogênicos e tépalas apresentando formação de calos embriogênicos) foram 

retirados a fim de obter um extrato metanólico de amostra composta, conforme 

descrito no tópico 3.3. 

3.3 Obtenção do extrato metanólico 

Segmentos de tépalas utilizados como explantes e cultivados in vitro foram 

obtidos de 4 tratamentos proveniente dos experimentos de indução da ES. Este 

material vegetal foi mantido em liofilizador até completa secagem. Em seguida, o 

material foi submetido a trituração em cadinho com auxílio de pistilo e nitrogênio 

líquido. O pó resultante foi pesado para obtenção do rendimento e uma alíquota de 

100 mg foi retirada da amostra composta para preparação do extrato metanólico. 
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Em seguida, na alíquota da amostra foi adicionado 1 mL de Metanol (MeOH) 

70% e colocado em banho maria por 10 minutos. Após esse período, a essa solução 

foi centrifugada em centrífuga refrigerada (Eppendorf, 5810B) 4°C a 2.000 rpm por 2 

minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado e esse processo foi repetido 

por três vezes consecutivas até obter ao final um extrato metanólico de 3 mL. 

O extrato foi armazenado em geladeira por 1 dia, e transportado em isopor 

refrigerado para manutenção da temperatura até o Instituto de Biociências da USP, 

onde foram realizadas as análises espectrofotométricas.   

A metodologia em questão foi descrita por Pires et al. (2017a); Pires et al. 

(2017b) e Urrea-Victoria et al. (2016); com modificações para obter a proporção ideal 

da solubilidade das amostras e respectivas diluições. 

3.4 Ensaio da atividade antioxidante in vitro 

Este ensaio foi realizado em colaboração com a Profa. Dra. Déborah Yara A. C. 

dos Santos, do Departamento de Botânica – USP. 

Todos os extratos metanólicos foram analisados no mesmo dia, assim como a 

realização das respectivas curvas padrão de cada protocolo e leitura dos brancos 

das amostras. Para isso foram realizados em microplaca de 96 poços e as leituras 

de absorbância realizadas em leitor de microplacas (SynergyTMH1). Os ensaios 

foram feitos em triplicatas procedimentais. 

O ensaio de DPPH foi desenvolvido de acordo com o protocolo descrito por Pires 

e colaboradores (2017a). Uma solução 80 μM de DPPH em metanol foi preparada 

no momento do teste. Em cada poço da microplaca foram acrescentados 280 μL da 

solução de DPPH e 20 μL de cada amostra. Após a incubação da microplaca por 30 

minutos a temperatura ambiente, a absorbância foi verificada a 517 nm. Através de 

uma curva de calibração de ácido gálico (0-54 µg.mL-1), os valores foram calculados 

em equivalente de ácido gálico (EAG) por grama de extrato (µg/g). 

O poder redutor de ferro (FRAP) foi obtido conforme protocolo descrito por Urrea-

Victoria e colaboradores (2016). Uma solução de reagente FRAP foi preparada no 

momento do teste. Em cada poço da microplaca uma alíquota de 20 μL de cada 

amostra foi adicionada a 15 µL de água ultrapura e 265 μL de reagente FRAP. Após 

a incubação da microplaca por 30 minutos a temperatura de 37°C, a absorbância foi 

verificada a 595 nm. Através de uma curva de calibração de ácido gálico (0-7,2 
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µg.mL-1), os valores foram calculados em equivalente de ácido gálico (EAG) por 

grama de extrato (µg/g). 

No ensaio com o reagente de Folin-Ciocalteu, em cada poço da microplaca uma 

alíquota de 20 µL das amostras foi adicionada a 200 µL de água ultrapura e 20 µL 

do reagente  Folin-Ciocalteu 1:10 (Dinâmica®). Entre 5-8 min, foi adicionada a essa 

mistura 60 µL de uma solução saturada de carbonato de sódio (250 mg/mL utilizada 

após formação de um precipitado). Após 30 min, as absorbâncias foram lidas a 

760nm. Através de uma curva de calibração de ácido gálico (0-120 µg/mL), os 

valores foram calculados em equivalente de ácido gálico (EAG) por grama de extrato 

(µmol/g). 

3.5 Determinação do conteúdo de flavonas/flavonoides 

Os extratos foram suspensos em MeOH grau HPLC e preparados na 

concentração de 2 mg/mL para serem analisados. As análises por CLAE-DAD foram 

feitas utilizando o sistema Agilent 1260. Os cromatogramas foram obtidos com 

detecção em 352 nm e 280 nm, empregando-se a coluna Zorbax C18 (150 mm × 4.6 

mm x 3.5 µm) a 45 °C. Como fase móvel foi empregado gradiente de ácido acético 

0,1% (AcOH) e acetonitrila (CH3CN), começando a corrida com 10% de CH3CN (0-6 

min), aumentando para 15% (6-7 min), mantendo isocrático por 15 minutos, seguido 

de aumento para 50% (22-32 min) e para 100% (32-42 min), mantendo isocrático 

por mais 8 minutos. O fluxo de solvente foi de 1,0 mL/min. O volume de amostra 

injetado para análise foi de 3 µL.  

Para obtenção da curva de calibração, utilizou-se Rutina nas concentrações de 

15-300 µg.mL-1 em metanol. Os valores de área resultantes do cromatograma foram 

representados graficamente e uma equação linear foi utilizada para calcular o teor 

dos flavonoides das amostras. 

3.6 Análise estatística 

Valores obtidos das quantidades de embriões foram transformados utilizando a 

transformação de   para atender as pressuposições da análise de variância. 

Já os valores das massas dos explantes em regeneração e triplicatas obtidas nas 

análises espectrofotométricas não foram transformados. Em ambos os casos, os 

dados foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA), foi realizado também o 

teste de Shapiro-Wilk a 5% para avaliar a normalidade dos resíduos e o teste de 
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Bartlett a 5% para homogeneidade das variâncias. Em casos de diferença 

estatística, foi realizado o teste de comparação de médias de Scott-Knott. O 

software utilizado foi o RStudio versão 4.2.1 (RSTUDIO TEAM, 2023).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1  Assepsia e estabelecimento  

Não foram observadas contaminações bacterianas e nem fúngicas nos 

segmentos de tépalas inoculados in vitro, demonstrando a alta eficiência do 

protocolo de assepsia elaborado para o amarílis.  

 

4.2 Nutrientes e fontes de carbono na indução e regeneração de ES em 

segmentos de tépalas de amarílis  

No experimento em questão foram testados dois meios de culturas com 

fontes nutricionais diferentes entre si, combinados com duas fontes de carbono 

(açucares) conforme a Tabela 1 mostrada no tópico 3.2 para verificar se mudanças 

bruscas no meio de cultura favorecem ou não o aumento de embriões e a massa 

dos explantes em regeneração.  

Foi observado que, em relação às porcentagens de explantes que 

apresentavam calos embriogênicos aos 60 dias de cultivo, não foi detectada 

diferença estatisticamente significativa (Tabela 2). 

No entanto, ao contrário do que foi observado aos 60 dias de cultivo, o 

subcultivo em meio de cultura MS ½, independentemente da fonte de carboidrato, 

mostrou resultados superiores e estatisticamente distintos em comparação ao 

subcultivo no meio de cultura N6 (Tabela 3). 
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Tabela 2. Efeito de fontes nutricionais e carboidratos no aumento da massa 

embriogênica de H. hybridum cv. Intokase aos 60 dias de cultivo. 

Fontes  

nutricionais 

Porcentagem de 

explantes com ES (%) 

Fontes de 

carboidratos  

Porcentagem de explantes 

com ES (%) 

MS ½  37,5 (±3,14) a SACAROSE 33,9 (±3,23) a 

N6 30,3 (±3,05) a GALACTOSE + 
LACTOSE 

33,9 (2,99) a 

p-valor meios 0,4406ns  

p-valor açúcares 0,8704ns  

p-valor interação 0,6832ns  

*Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de 

probabilidade. ns não significativo. 

Tabela 3. Efeito de fontes nutricionais e carboidratos no aumento da massa 

embriogênica de H. hybridum cv. Intokase aos 120 dias de cultivo. 

Fontes  

nutricionais 

Porcentagem de 

explantes com ES (%) 

Fontes de 

carboidratos  

Porcentagem de explantes 

com ES (%) 

MS ½  56,2 (±1,98) a SACAROSE 44,6 (±3,00) a 

N6 34,8 (±3,00) b GALACTOSE + 
LACTOSE 

46,4 (2,49) a 

p-valor meios 0,0037*  

p-valor açúcares 0,6076ns  

p-valor interação 0,8112ns  

*Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de 

probabilidade. ns não significativo. 

Os resultados obtidos mostraram que as tépalas que permaneceram todo o 

tempo do cultivo no meio de cultura MS½ - MS½ tiveram quantidades de embriões 

superiores (Tabela 4), como por exemplo 1,87 aos 60 dias e 3,72 embriões aos 120 

dias, em relação a combinação de meios de cultura MS½ - N6, com quantidades de 

embriões de 1,48 e 2,76 aos 60 dias e 120 dias de cultivo, respectivamente. Aos 180 

dias de cultivo não foi possível observar diferença estatística. 
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Assim como, na substituição da Sacarose pelos açúcares Lactose + 

Galactose (Tabela 4) em que não foi detectada diferença estatisticamente 

significativa. Portanto, pode-se usar ambos como fonte de açúcares no meio de 

cultura visando a indução da ES em amarílis.  

Tabela 4. Quantidade de embriões em cada tratamento ao longo do tempo de 

cultivo. 

 

Os dados foram coletados aos 60, 120 e 180 dias de cultivo. Os valores representam média (n = 7). Letras 

diferentes indicam diferença de significância em p < 0,05 de acordo com ANOVA e teste de Scott-knott. ** 

significativo p < 0,01 *significativo p < 0,05  ns não significativo. *Valores ajustados para  para atender as 

pressuposições da análise de variância. 

 Na quantidade total de embriões (Tabela 5), notamos que houve diferença 

estatística apenas aos 60 dias de cultivo em que o tratamento N6 combinado com 

sacarose foi inferior e se diferenciou dos demais tratamentos. 

Tabela 5. Quantidade total de embriões em cada tratamento ao longo do tempo de 

cultivo. 

Tratamentos 
Quantidade total de embriões (n° embriões/explante) 

60 dias 120 dias 180 dias 

N6+Sacarose 0,93 (0,30) b 4,65 (1,32) a 25,5 (3,13) a 

N6+Galatose | Lactose 1,43 (0,32) a 2,23 (1,00) a 18,64 (3,07) a 

MS ½ + Sacarose 1,93 (0,14) a 7,36 (0,96) a 40,57 (4,92) a 

MS ½+ Galatose | Lactose 2,14 (0,35) a 6,36 (1,00) a 30,86 (1,83) a 
Os dados foram coletados aos 60, 120 e 180 dias de cultivo. Os valores representam média (n = 7). Letras 

diferentes indicam diferença de significância em p < 0,05 de acordo com ANOVA e teste de Scott-knott. *Valores 

ajustados para  para atender as pressuposições da análise de variância. 
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De acordo com os valores maiores e/ou diferente estatisticamente dos 

tratamentos MS ½ aos 60 e 120 dias de cultivo (Tabela 4) em comparação com 

tratamentos que foram transferidos para o meio de cultura N6, pode-se dizer que 

utilizar MS ½ - MS ½ é a condição mais indicada para a geração de embriões in vitro 

de H. hybridum cv. Intokase. Essa vantagem também foi observada na comparação 

da massa dos explantes em regeneração (g/explante) aos 60 e 120 dias de cultivo 

(Figura 1), em que na presença de MS ½ - MS ½ a massa dos explantes em 

regeneração eram maiores do que os tratamentos MS ½ - N6. 

 

Figura 1. Massa fresca do explante em regeneração (g/explante) aos 60 dias e 120 

dias de cultivo nos diferentes tratamentos. Autoria: Ana Victória Conde van den 

Broek. 

  

Certamente macronutrientes e micronutrientes são fatores fundamentais para 

que haja formação de órgãos e estruturas celulares in vitro (George & Klerk, 2008), 

levando isso em conta, o meio de cultura mais difundido na literatura é o Murashige 

e Skoog (MS) por ser o mais usado na cultura de tecidos vegetais (Mehbud et al., 

2022). Essa relação positiva de ganho de massa (g/explante) dos explantes em 

regeneração (Figura 1), pode ser explicada pelo fato das tépalas já estarem no meio 

de cultura MS ½ desde o início da inoculação e com 30 dias de cultivo serem 

transferidas para novo meio de cultura, mas com a mesma formulação salina, 

portanto, o subcultivo no meio de cultivo MS ½ - MS ½ aumentou a frequência da 

ES. O aumento de massa (g/explante) dos explantes em regeneração no meio de 

cultivo MS ½ pode ser decorrente da concentração maior de magnésio (Mg) no meio 

de cultura MS ½ sendo 18,2 mg L -1 quando comparado a concentração de 8,9 mg L 

-1 no meio de cultura N6. Os pesquisadores Walker e Sato (1981) observaram em 
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seus experimentos que quando era omitido o nutriente Mg2+ do meio de cultura 

ocorria uma grande redução do número de embriões somáticos formados do calo de 

Medicago sativa, demonstrando a importância desse nutriente para a ES.  

Outro ponto relevante e que provavelmente teve influência sobre a ES, 

especialmente pela melhor performance do meio MS½ - MS½ foi a manutenção dos 

dois fitorreguladores 2,4-D e TDZ já testados e demonstrado sua eficiência na 

obtenção de ES em amarílis (de Almeida et al., 2022), em comparação a 

combinação MS½ - N6, no qual o meio N6 continha como fitorreguladores o BAP, o 

ANA e o 2,4-D, e que nesse caso, o 2,4-D foi reduzido 10x em relação a 

concentração utilizada no meio MS½. Isso reforça dois pontos relevantes da ES em 

amarílis, que o TDZ parece ser mais eficiente que o BAP na indução da ES, e que o 

2,4-D em maiores concentrações (0,5 mg L-1) resulta em aumento da taxa de ES 

comparado ao uso de baixas concentrações (0,05 mg L-1). 

Uma das diferenças no atual experimento em relação ao anterior (capítulo 1) 

foi o subcultivo dos explantes para um novo meio de cultura após 30 dias da 

inoculação in vitro dos segmentos de tépalas, enquanto no capítulo 1 esses 

explantes foram mantidos no mesmo meio, sem subcultivos, por até 120 dias. Foi 

notável que após a assepsia dos tecidos inoculados no meio de cultura, esses 

liberam muitos compostos fenólicos que sofrem oxidação, tornando os meios de 

cultura da coloração creme para vermelho-róseo, sendo essa oxidação fenólica, por 

algumas vezes, associadas a inibição do surgimento de embriões (Oliveira et al., 

2021). Quando fornecemos novo meio de cultivo, esse fator com potencial inibidor 

para a ES parece ter sido reduzido, diminuindo a presença da oxidação fenólica, 

observada pela diminuição da intensidade vermelho-rósea nos meios, o que 

provavelmente aumentou a frequência de segmentos de tépalas que resultaram em 

ES. 

Essa maior eficiência de regeneração parece estar de alguma forma 

associada ao conteúdo de fenóis nos explantes utilizados. O tratamento MS ½ - MS 

½ resultou em valor maior de fenóis totais 3,45 g EQT/g de extrato (Tabela 4) e 

maior massa dos explantes em regeneração (Figura 1). Dessa forma, o maior poder 

redutor em extratos provenientes dos tratamentos MS ½ - MS ½ parece estar 

diretamente relacionada à uma maior massa de calos (g/explante). Já as análises de 

atividade antioxidante (DPPH e FRAP) não apresentaram diferença estatística entre 

os tratamentos MS ½ - MS ½ e MS ½ - N6 (Tabela 4).  
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Tabela 6. Quantidade de agentes redutores analisados pelos métodos de DPPH, 

Folin e FRAP aos 60 dias de cultivo nos diferentes tratamentos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Os dados foram coletados aos 60 dias de cultivo. Os valores representam média (n = 3). Letras diferentes 

indicam diferença de significância em p < 0,05 de acordo com ANOVA e teste de Scott-knott. ** significativo p < 

0,01 *significativo p < 0,05  ns não significativo. EAG: Equivalente em ácido gálico. 

4.3 Efeito de fontes nutricionais na comparação do conteúdo de 

flavonas/flavonoides in vitro 

Na Figura 2 demonstramos a quantificação dos flavonoides das tépalas 

cultivadas in vitro da cultivar Intokase e constatamos a presença de Rutina somente 

nos tratamentos em que o meio de cultura MS ½ foi mantido em todo tempo de 

cultivo. Considerando que o tratamento MS ½ - MS ½ também apresentou maior 

massa (g/explante) de calos (Figura 1) e maior quantidade de embriões em média 

aos 60 e 120 dias de cultivo (Tabela 2), é possível concluir que a presença de rutina 

nos tecidos parece estar envolvida de alguma forma no aumento da ES.  
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Figura 2. Quantificação da quantidade de flavonoides nos diferentes tratamentos. 

Dados expressos em mg/g de Rutina (mgEQR/g). Flavonoide_a correspondente ao 

tempo 28.00 de retenção. Flavonoide_b correspondente ao tempo 28.08 de 

retenção. Autoria: Ana Victória Conde van den Broek. 

Os tratamentos MS½ - N6 não apresentaram rutina nos tecidos (Figura 2), e 

tiveram valores menores de fenóis (3,08 g TE/g de extrato; Tabela 6), quando 

comparados com tratamentos MS ½ - MS ½, que apresentam valores superiores 

(Tabela 6). A combinação de meios de cultura MS ½ + N6 resultou em desempenho 

inferior em número de embriões (Tabela 4), massa fresca (g/explante) dos explantes 

em regeneração aos 60 e 120 dias de cultivo (Figura 1), ausência de rutina (Figura 

2). Esses resultados sugerem que a menor concentração de Mg2+ no meio de 

cultura N6 influenciou negativamente a geração de embriões para H. hybridum cv. 

Intokase. 

Ao comparar os resultados do presente estudo com os dados de Khalifa et al. 

(2023), observamos algumas diferenças interessantes. Khalifa et al. reportaram que 

os bulbos de Hippeastrum vittatum apresentaram 6,45 mg de flavonoides totais, 

expressos como equivalente de rutina por grama, utilizando uma subfração 100% 

MeOH. Em contraste, nosso estudo com Hippeastrum hybridum cv. Intokase 

cultivado in vitro revelou quantidades significativamente mais altas de compostos 

fenólicos nas tépalas. O flavonoide quercetina, por exemplo, alcançou 51 mg EQR/g 

no tratamento MS ½ - N6 com sacarose, um valor aproximadamente oito vezes 



 69

superior ao encontrado por Khalifa et al. Esses resultados sugerem que as 

condições de cultivo in vitro, como a formulação do meio de cultura e o tipo de 

açúcar, podem influenciar de maneira significativa a biossíntese de flavonoides. 

Além disso, o presente estudo identificou o menor valor de compostos 

fenólicos para o ácido gálico, com 6,83 mg EQR/g no tratamento MS ½ - MS ½ 

(sacarose), que se aproxima dos valores encontrados para os flavonoides totais em 

H. vittatum no estudo de Khalifa et al. Esses dados indicam que, embora a 

concentração de fenólicos possa variar consideravelmente entre espécies e tecidos, 

também existe uma influência clara das condições de cultivo in vitro na produção 

desses compostos. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Cromatogramas dos extratos metanólicos de tépalas cultivadas in vitro de 

H. hybridum cv. Intokase nos diferentes tratamentos. Sendo a – MS½ - N6 + 

Sacarose; b – MS½ - N6 + Galactose e Lactose; c – MS½ - MS½ + Sacarose; d – 

MS½ - MS ½ + Galactose e Lactose. Autoria: Ana Victória Conde van den Broek. 
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5 CONCLUSÕES 

O subcultivo dos segmentos de tépalas na combinação MS½ - MS½, ou seja, 

mantendo a formulação original no subcultivo após 30 dias da inoculação, resultou 

em ganhos em relação à indução da ES. Nesse tratamento, com maior ganho de 

massa de calos embriogênicos e número de embriões formados, foram observadas 

a maior quantidade de compostos fenólicos e a presença do metabólito rutina nos 

tecidos, sugerindo um envolvimento específico e ainda não desvendado do 

metabolismo secundário durante o processo da ES em amarílis. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A embriogênese somática se apresenta como uma alternativa para a 

propagação de explantes isentos de bactérias e fungos em Hippeastrum sp., sendo 

neste trabalho obtido um protocolo para aumento da porcentagem de segmentos de 

tépalas contendo calos embriogênicos para a cultivar Intokase.   

A presença de PVP 40 no meio de cultura juntamente com o cultivo em LED 

branca ou na combinação de LEDs branca e vermelha de segmento de tépalas 

provenientes de botões florais jovens, contribuiu para uma maior porcentagem de 

segmentos de tépalas contendo calos embriogênicos, maior massa e maior número 

de embriões por explante.  

Assim como no cultivo in vitro de H. hybridum cv. Intokase o subcultivo dos 

segmentos de tépalas em meio de cultura MS ½ utilizando a iluminação LED branca, 

propiciou maior massa de explantes em regeneração, maior quantidade de agentes 

redutores e presença de rutina nos tecidos.  

Os capítulos 1 e 2 contribuíram com informações relevantes acerca do cultivo 

in vitro de H. hybridum cv. Intokase, como a utilização de PVP 40 no meio de cultura 

e/ou subcultivo das tépalas para redução da fenolização e concomitantemente o 

aumento de massa embriogênica, sendo possível observar correlação positiva com 

os dados dos experimentos e as análises fitoquímicas. 
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APÊNDICE 
 
 

 
 

Figura 1. Curva padrão de DPPH com ácido gálico usada para cálculo do 

equivalente de ácido gálico/g de amostra. O gráfico foi plotado em função das 

respectivas absorbâncias lidas em 517 nm.  

 

Figura 2. Curva padrão de FRAP com ácido gálico usada para cálculo do 

equivalente de ácido gálico/g de amostra. O gráfico foi plotado em função das 

respectivas absorbâncias lidas em 595 nm.  
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Figura 3. Curva padrão de Fenóis Totais com trolox usado para cálculo do 

equivalente de trolox/g de amostra. O gráfico foi plotado em função das respectivas 

absorbâncias lidas em 760 nm.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


