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Simaba cedron, conhecida popularmente como "cedron", é amplamente utilizada para o 

tratamento de febres e picadas de cobras. Suas sementes são utilizadas no tratamento de 

problemas estomacais e infecções hepáticas. Os frutos são usados para cólica e 

tratamento da malária, enquanto a casca é usada como antiespasmódica. É amplamente 

distribuída na região amazônica estendendo-se até o sudeste do Brasil (Espírito Santo) e 

ao norte alcançando parte da América Central (até a Costa Rica). É uma espécie que 

habita principalmente áreas florestadas, porém também ocorre em áreas não florestadas 

como capoeiras e encraves de mata dentro do cerrado. Na Serra dos Carajás ocorre na 

área transicional entre a vegetação rupestre e a floresta de terra firme adjacente. A 

Simaba cedron é geralmente propagada por sementes, mas com sucesso limitado, pois a 

baixa viabilidade da mesma restringe a sua propagação. Diante de tal dificuldade, torna-

se necessário o estudo de condições adequadas à produção em larga escala destas 

mudas. Sabendo-se que em diversas espécies, o uso da micropropagação tem 

possibilitado a obtenção de grande quantidade de mudas livres de doenças e mais 

homogêneas, em tempo e espaço físico reduzidos, em comparação aos métodos de 

propagação convencionais, objetivou-se com este trabalho a obtenção de plantas 

matrizes assépticas, como primeira etapa no desenvolvimento de um protocolo de 

micropropagação para a simaba. As sementes foram coletadas de uma planta matriz 
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localizada no Centro de Biotecnologia da Amazônia (CBA), em Manaus/AM. O 

experimento foi instalado no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do CBA, onde 

os explantes foram cultivados em meio de cultura segundo Murashige e Skoog (MS) e 

em Wood Plant Medium (WPM), durante 60 dias. A taxa de desinfestação foi de 75% e, 

das sementes desinfestadas, 100% germinaram. A taxa de multiplicação máxima foi 

obtida com o meio MS (8,0:1), cujas plântulas atingiram, em média 4,8 cm e 75% de 

enraizamento. 
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Simaba cedron, popularly known as "cedron", is largely used for fever and snake bites. 

Its seeds are used in the treatment of stomach problems and liver infections. The fruits 

are used for the treatment of pain and malaria while its bark is an antispasmodic. 

Simaba cedron is generally propagated through seeds, but with limited success, as the 

low viability of same restricts its propagation. In view of such difficulty, it becomes 

necessary the study for adequate conditions for the large-scale production of these 

seedlings. Being it known that in several species, the use of micropropagation has made 

it possible to obtain a large amount of disease-free and more homogeneous seedlings, in 

reduced time and physical space, in comparison with conventional propagation 

methods, the objective of this work was to analyze the effect of two culture media on 

the production of aseptic parent plants as a first step in the development of a 

micropropagation protocol for Simaba cedron. The seeds were collected from a matrix 

plant located in the Centro de Biotecnologia da Amazônia (T.N.: Amazon Biotechnology 

Center) (CBA)), in Manaus/AM. The experiment was installed at the Laboratório de 

Cultura de Tecidos Vegetais/CBA (T.N.: Plant Tissue Culture Laboratory), where the 

explants were desinfected and grown in culture medium according to MURASHIGE e 

SKOOG (MS) and in Wood Plant Medium (WPM), during 60 days. The disinfestation 
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rate obtained was 75% and, of the disinfested seeds, 100% germinated. The cultivation 

medium that was more favorable to the cultivation of simaba was the MS, where the 

multiplication rate was of 8.0: 1, whose seedlings reached, in average, 4.8 cm and 75% 

of rooting. 
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CAPÍTULO 1 

 

INTRODUÇÃO 

 

O conhecimento da ciência aliada à constante inovação tecnológica possibilitou 

grandes conquistas na área da saúde. Com novos medicamentos e a produção em grande 

escala foi possível combater doenças e até preveni-las, como é o caso das vacinas. 

Entretanto, apesar do avanço na produção e variedade de remédios sintéticos, o acesso a 

estes medicamentos não é comum a todos, devido, principalmente, aos preços altos, 

incompatíveis com poder aquisitivo de certa parte da população, principalmente a que 

vive em países subdesenvolvidos e em desenvolvimento. 

É sabido que o mercado de medicamentos sintéticos gera lucros exorbitantes e 

importantes para a economia mundial, contudo, é preciso que o uso da tecnologia e o 

conhecimento científico sejam usados em prol de uma população sem acesso ao 

tratamento de suas enfermidades por questões financeiras. 

A Organização das Nações Unidas – ONU, no plano da Agenda 2030 para o 

Desenvolvimento Sustentável, traça como um de seus objetivos: Proporcionar o acesso 

a medicamentos para todos (BRASIL, 2015). Mas, fica a pergunta: Como assegurar o 

acesso a medicamentos seguros, eficazes, de qualidade e a preços acessíveis para todos? 

A indústria de plantas medicinais e de fitoterápicos pode representar uma 

excelente alternativa para responder à questão acima. De um lado, constitui importante 

fonte de inovação em saúde e pode fortalecer a produção e a inovação locais com base 

na exploração da rica biodiversidade brasileira. De outro, representa a possibilidade de 

ampliação de opções terapêuticas ofertadas aos usuários do Sistema Único de Saúde 

(SUS) na perspectiva de melhoria da atenção à saúde e de inclusão social 

(HASENCLEVER et al., 2017). 

A indústria de fitoterápicos é uma indústria em franco desenvolvimento no 

mundo e pode representar uma oportunidade de desenvolvimento para o setor 

farmacêutico no Brasil. Esta oportunidade é relevante não só pela riqueza de nossa 

dotação natural de fatores em biodiversidade, mas pelo conhecimento tradicional e 

científico acumulado sobre a atividade biológica dessas plantas pela sociedade civil e 

pelas Instituições de Ciência e Tecnologia – ICTs (ALVES, 2013). 

A Simaba cedron, espécie vegetal, objeto deste estudo, é uma planta medicinal 

amplamente utilizada para tratamento de febre, picadas de cobras, problemas 
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estomacais, infecções hepáticas, cólica, tratamento da malária e contra espasmos 

(GUPTA, 1979). Ainda, extratos de Simaba da espécie Simaba cedron (Planchon), são 

usados na fabricação de composição cosmética, dermatológica, podendo ser usada no 

tratamento de desordens da pele, em particular vitiligo e psoríase (BONTE et al., 1994, 

1995 and 1997). 

 

 
 

Figura 1.1 - Imagens ilustrativas de ocorrência de vitiligo (a) e psoríase(b). 

 

No Brasil, a espécie é amplamente distribuída na região amazônica estendendo-

se até parte do sudeste do país. Tendo em vista que a Simaba cedron é uma planta 

medicinal de uso para tratamentos de doenças comuns no Brasil, como: malária, picadas 

de cobras, problemas estomacais. 

 

 

 

 

Figura 1.2 - Imagens ilustrativas de ocorrência de problemas estomacais (a) e picadas de 

cobras (b). 

 

A B 
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Considera-se que a espécie é uma excelente opção para tratamentos de doenças 

para a população de baixa renda do país. Seu cultivo in vitro para micropropagação, 

além de proporcionar à população medicamentos com preços mais acessíveis, 

fomentaria o mercado da bioeconomia brasileira. 

 

 
 

Figura 1.3 - Imagens ilustrativas de chá comercial de Simaba cedron. 

 

1.1 - IDENTIFICAÇÃO E JUSTIFICATIVA DO PROBLEMA DA PESQUISA 

 

A Simaba cedron é geralmente propagada por sementes, que podem trazer 

variações genéticas que, consequentemente, influenciam o teor dos princípios ativos 

presentes nas plantas. Apesar de seus múltiplos propósitos, ainda são poucos os estudos 

sobre os métodos de propagação da espécie. 

Neste sentido, a cultura de células e tecidos pode resolver ou minimizar pontos 

na multiplicação sistematizada de plantas elites pelo processo de micropropagação. 

Além disso, pode ser empregada na produção de metabólitos secundários que tenham 

relevância do ponto de vista terapêutico e que, por algum tipo de impedimento, não são 

sintetizados (ARNALDOS et al., 2001). 

Pelo fato de as plantas trabalhadas serem geneticamente padronizadas, pode-se 

eliminar a interferência da variabilidade genética nos resultados.  Consequentemente, os 

resultados obtidos são efeitos das variáveis introduzidas no processo pelo 

experimentador (SILVA, 2015). 

Dada a contribuição desta planta para importantes finalidades, como a saúde, e a 

necessidade de estudos relacionados aos métodos de propagação da Simaba, justifica-se 

a aplicação de metodologias que forneçam o estabelecimento do processo de cultivo in 

vitro de Simaba cedron que poderão servir de matrizes selecionadas para testes de 

multiplicação, visando selecionar linhagens de alta qualidade para o plantio extensivo e 

extração de fitofármacos, assim como a melhoria da produção dos princípios ativos. 

 



 

 

 4 

1.2 - OBJETIVOS 

 

1.2.1 - Objetivo geral 

 

Desenvolvimento da primeira etapa do processo de cultivo in vitro de plântulas 

de Simaba cedron. 

 

1.2.2 - Objetivos específicos 

 

− Estabelecer um protocolo de desinfestação de sementes de Simaba cedron; 

− Avaliar a influência da utilização de dois meios de cultivo (MS e WPM) sobre o 

processo do estabelecimento in vitro de plântulas de Simaba cedron quanto ao 

número de brotos, número de gemas, altura da plântula e taxa de enraizamento. 

 

1.3 - CONTRIBUIÇÕES E RELEVÂNCIA DO TEMA 

 

Apesar dos grandes avanços observados na medicina moderna, as plantas 

medicinais ainda desempenham importante papel na saúde mundial. Estima-se que 

cerca de 30% de todas as drogas avaliadas como agentes terapêuticos são derivados de 

produtos naturais (VEIGA, 2008). 

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tão antigo quanto a 

espécie humana. O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza, muitas vezes, o 

único recurso terapêutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje, nas 

regiões mais pobres do país e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas 

medicinais são comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em 

quintais residenciais (MACIEL et al., 2002). 

No entanto, alguns fatores podem comprometer o uso das plantas medicinais 

para propósitos farmacêuticos, como a heterogeneidade dos indivíduos, devido a 

variabilidades genética e bioquímica, além de comprometer a micropropagação 

(VIEIRA, 2000). Neste contexto, torna-se imprescindível a realização de estudos mais 

aprofundados de âmbito farmacológico, terapêutico e agronômico, para o cultivo em 

larga escala e a conservação destas espécies. 

Atualmente, as aplicações da biotecnologia na área agrícola e de plantas 

medicinais têm sido bastante difundidas. KERBAUY (1999) descreve várias dessas 



 

 

 5 

aplicações, como clonagem, cultura de células, tecidos e órgãos, obtenção de plantas 

haplóides a partir de cultura de anteras, produção de metabólitos secundários em 

biorreatores, geração de variantes somaclonais, microenxertia, tecnologia dos 

protoplastos e criopreservação.  

Devido à importância desta planta para múltiplos propósitos e ao método 

convencional de propagação por germinação de sementes, que pode acarretar diferenças 

na composição de seus princípios ativos, ações que envolvam a produção de mudas 

padronizadas são imprescindíveis para delinear estratégias que visem à conservação, ao 

manejo sustentável e ao melhoramento genético dessa espécie. Razões pelas quais 

trona-se necessário, avaliar a influência dos diferentes meios de cultivo no 

estabelecimento e desenvolvimento in vitro de plântulas de Simaba cedron, como 

primeira etapa no desenvolvimento de um protocolo de micropropagação para a espécie. 

Em todo o mundo, as plantas têm sido usadas como fonte medicinal primária e 

secundária, desde o início do mundo. A farmacologia das plantas é reconhecida pela 

identificação dos princípios ativos de cada espécie, em cada caso, os componentes 

fitoquímicos, metabólitos secundários podem exercer a função de bioativos importantes 

na composição da espécie, agregando valor aos bioprodutos e bioprocessos oriundos da 

biodiversidade (Referência?). 

Esses bioativos podem ser usados nas indústrias farmacêuticas, cosméticos, 

suplementos alimentares, perfumarias, corantes. Nesse sentido, destaca-se que o uso, a 

longo prazo, de diversas espécies nesses setores contribuiu para a escassez de algumas e 

extinção de outras, necessitando buscar técnicas para o uso sustentável da mesma ou a 

busca de um processo de cultivo diferenciado, no caso deste estudo, o cultuo in vitro da 

espécie Simaba cedron. 

O emprego do processo de estabelecimento de cultura in vitro para diferentes 

espécies busca aperfeiçoar a produção em larga escala de material vegetal 

geneticamente padronizado. 

 

1.4 - DELIMITAÇÃO DA PESQUISA 

 

Devido à utilização desta planta para múltiplos propósitos e ausência de 

informações sobre métodos de propagação que possam otimizar a sua produção 

quantitativa e qualitativa, optou-se por dar início aos estudos necessários para o 
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estabelecimento de um processo para obtenção do protocolo de cultivo in vitro de 

Simaba cedron.  

Como se trata de uma planta lenhosa, cujo tempo de propagação é longo, nesta 

pesquisa, objetivou-se desenvolver um protocolo para assepsia de sementes e avaliar a 

influência dos diferentes meios de cultivo no estabelecimento e desenvolvimento in 

vitro das plântulas de S. cedron, como primeira etapa no desenvolvimento de um 

protocolo de micropropagação para a espécie. 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do 

Centro de Biotecnologia da Amazônia. 

 

1.5 - ESCOPO DO TRABALHO 

 

Este trabalho busca contribuir para a elaboração de um protocolo de produção de 

mudas micropropagadas de Simaba cedron, pois, apesar da importância da espécie no 

tratamento de múltiplas doenças, há uma escassez de produção científica e de 

referências sobre a espécie. 

Dessa forma, foi estabelecido o estudo e elaboração do processo de 

estabelecimento de plântulas in vitro de Simaba cedron através do desenvolvimento de 

protocolos de desinfestação de sementes e estabelecimento in vitro de plântulas. 

Neste sentido, buscou-se o estabelecimento desta cultura, partindo-se dos 

referenciais bibliográficos selecionados e dos trabalhos de pesquisa realizados. 

− A primeira fase da pesquisa concentrou-se no levantamento bibliográfico sobre a 

espécie de interesse, sua utilização e seus métodos de cultivo, concentrando-se 

na elaboração da temática de pesquisa e subseqüente aprofundamento do 

respectivo objeto de investigação; 

− A segunda fase da pesquisa concentrou-se na elaboração de um protocolo de 

assepsia de sementes para introdução in vitro; 

− A terceira e última fase da pesquisa concentrou-se precisamente no processo de 

estabelecimento da cultura in vitro e seleção do melhor meio de cultivo para o 

referido processo. 

A construção deste trabalho procura servir de base para auxiliar, através de seus 

resultados e plântulas produzidas, pesquisas futuras para o estabelecimento de um 

protocolo completo de produção em larga escala de mudas de S. cedron. 
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Este trabalho visa estabelecer o cultivo in vitro (um processo de produção 

inovador) para a espécie Simaba cedron, num período de 60 (dias), utilizando como 

estratégia o uso de dois meios de culturas diferentes, em condições ambientais 

controladas. 
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CAPÍTULO 2 

 

REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 - PLANTAS MEDICINAIS 

 

Há milhares de anos, o homem dependia integralmente de produtos naturais para 

sua sobrevivência tanto física como biológica, e observando a relação dos animais com 

a flora, percebeu que poderia fazer uso das plantas como meio de prevenir, tratar e curar 

suas doenças. E assim, tendo como base a observação e experiência, povos de diversos 

países transmitiram por gerações, seus conhecimentos sobre o uso das plantas no 

tratamento de doenças que acometem tanto o homem, como os animais, tornando as 

plantas medicinais, atualmente, não apenas um importante recurso da medicina 

tradicional, mas também uma identidade cultural de muitos povos (FIRMO et al., 

2011). 

De acordo com ELDIN e DUNFORD (2001), é sabido que povos antigos 

utilizavam as plantas como prática na medicina natural através de registros encontrados, 

os quais relatam que os povos chineses possuíam em 2.800 a.C., uma lista com mais de 

360 espécies de plantas que utilizavam como remédio, assim como médicos egípcios em 

2.000 a.C., e os povos da antiga Grécia no século IV a.C. que já utilizavam e 

comercializavam as plantas medicinais. 

A importância empírica do uso das plantas medicinais pelo homem ao longo de 

gerações fica ainda mais evidente quando, a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

reconhece que apesar da indústria farmacêutica de medicamento sintético ser cada vez 

mais comum no mundo, contudo, devido ao alto preço dos medicamentos sintéticos, 

grande parte da população de muitos países em desenvolvimento, ainda depende da 

medicina tradicional como atenção primária à saúde. E um importante recurso desta 

medicina se encontra nas plantas medicinais e suas propriedades fitoterápicas, tendo em 

vista que 85% desta população de baixa renda utilizam plantas, ou preparações a partir 

destas, no tratamento de suas enfermidades (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). 

No Brasil, o conhecimento sobre o uso das plantas medicinais está 

historicamente ligado aos povos indígenas, onde os mesmos foram expostos às doenças 

endêmicas durante o período de colonização no país, onde surgiu a necessidade de 

aprimorar seus conhecimentos sobre as plantas nativas no Brasil para cura de novas 
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doenças que surgiram à época. Ainda sob o efeito da colonização, plantas de origem 

europeia e africana trazidas ao país nos navios negreiros foram adaptadas e cultivadas 

no Brasil, contribuindo assim para uma maior diversidade de plantas medicinais para 

atender a demanda e as necessidades dos novos povos que passaram a habitar o 

território brasileiro (NOLDIN, 2005).  

Apesar da indústria de medicamentos sintéticos dominarem o mercado da 

medicina moderna, as plantas medicinais ainda estão presentes no cotidiano do 

brasileiro, principalmente na cultura indígena através dos Pajés, curandeiros da tribo, 

que continuam passando seus conhecimentos às novas gerações. 

 

2.1.1 - A industrialização das plantas medicinais 

 

O elevado custo de medicamentos sintéticos faz com que muitos pacientes 

deixem de fazer ou dar continuidade ao tratamento médico prescrito para suas doenças. 

Muitos dependem de ações governamentais e humanitárias que distribuem 

medicamentos sintéticos de forma gratuita. Contudo, conforme mencionado 

anteriormente, pacientes de países em desenvolvimento veem nas plantas medicinais 

uma alternativa eficaz e de menor custo para cura e tratamento de suas doenças. 

A partir dos anos 80 e 90 do século passado, frente às várias mudanças geradas 

pelo momento político, econômico e também da saúde, algumas práticas populares, 

dentre elas, o uso terapêutico das plantas medicinais, começaram a ser resgatadas no 

meio científico, não no sentido de se contraporem às alopáticas, mas de atuarem como 

complementares às práticas de saúde vigentes (ALVIM et al., 2006). 

Faz-se necessário destacar que as plantas medicinais são importantes tanto para a 

pesquisa farmacológica e o desenvolvimento de drogas vegetais, como também são 

importantes como matérias-primas para a síntese, ou modelos para compostos 

farmacologicamente ativos, e não somente quando seus constituintes são usados 

diretamente como agentes terapêuticos (WHO, 2002). 

Com o crescente interesse das pesquisas e comercialização envolvendo as 

plantas medicinais, muitos países estão aperfeiçoando as legislações no âmbito das 

plantas medicinais, com o intuito de assegurar à população o acesso seguro e racional 

às plantas medicinais e fitoterápicos, viando o uso sustentável da biodiversidade. 

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) é 

responsável por regulamentar a legislação que envolve os medicamentos fitoterápicos, 
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visando uma produção e comercialização de produtos que contemplem boas práticas 

de manipulação e qualidade garantida.  

Com a criação da Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos - 

PNPMF, em 2006, ocorreram muitas ações no sentido de proporcionar o acesso aos 

medicamentos fitoterápicos. Diversos estados e municípios criaram políticas locais para 

o setor, com a aprovação de leis específicas. Muitos serviços de saúde passaram a 

oferecer esse tipo de tratamento e aumentou o número de profissionais que utilizam a 

fitoterapia no tratamento de seus pacientes, como é o caso do Sistema Único de Saúde 

(SUS) que segue um dos princípios orientadores da PNPMF, que é ampliar as opções 

terapêuticas e melhoria da atenção primária à saúde aos usuários do SUS (BRASIL, 

2006). 

A procura por medicamento natural e com baixo custo fez com que a indústria 

de fitoterápicos crescesse em escala mundial, entusiasmando o mercado fitoterápico 

cada vez mais em expansão, mesmo em países industrializados, ficando a Europa com 

maior índice de distribuição neste mercado e a Alemanha a responsável por cerca de 

50% desta distribuição. Em 2011, enquanto o mercado global alçou o patamar de US$ 

26 bilhões no mercado fitoterápico (em distribuições desiguais, pois a Europa e Ásia 

concentram 59% deste), o Brasil movimentou cerca de R$ 1,1 bilhão neste mesmo ano, 

acumulando um aumento de 13% de ganhos em relação a 2010. Apesar do crescimento, 

estes valores ainda são considerados baixos, considerando o potencial bioeconômico do 

país (ALVES, 2013). 

O Brasil possui a maior cobertura vegetal do planeta, seis ricos biomas, com 

mais de 120 mil espécies de plantas, e pela sua diversidade étnica, cultural e 

socioeconômica, tornou-se um país com forte tradição no uso de plantas medicinais e 

medicamentos fitoterápicos. Ao invés de se aproveitar as riquezas naturais brasileiras 

para a produção de medicamentos fitoterápicos, o Brasil depende fortemente de insumos 

farmacêuticos importados, tendo custos altíssimos com medicamentos industrializados 

(SARAIVA et al., 2015). 

Embora, dada a importância de se utilizar das práticas alternativas à medicina 

tradicional, registre-se a necessidade de estudos relativos ao comportamento 

biotecnológico das plantas com atividades terapêuticas, como é o caso do gênero 

Simaba, popularmente conhecida como “pau pra tudo”. 
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2.2 - FAMÍLIA SIMAROUBACEAE 

 

A família Simaroubaceae apresenta características botânicas semelhantes à 

Ruteaceae, Meliaceae e Burseraceae, sendo a primeira a mais relacionada, em função da 

composição química, anatomia da madeira e falta de canais de resina na casca e nos 

estames livres, porém, diferenciada das demais pela ausência de cavidades secretoras, 

que contém óleos aromáticos em folhas e partes florais e devido à presença de 

quassinoides exclusivos da família Simaroubaceae (ALVES et al., 2014). 

A família Simaroubacea é constituída por, aproximadamente, 32 gêneros e 200 

espécies, distribuídas em todas as regiões tropicais e subtropicais do globo. No Brasil, 

esta família é constituída por seis gêneros, cerca de 28 espécies (12 endêmicas) e duas 

subespécies não endêmicas (FORZZA et al., 2010).  

Sua distribuição ocorre nas regiões tropicais e subtropicais do país 

(NUNOMURA et al., 2012), sendo representada pelos gêneros Quassia e Picrolemma, 

na região Amazônica; Castela e Picrasma, no sul do país; Simaba, Simarouba e 

Picrolemma em quase todas as regiões do país (ALMEIDA et al., 2007).  

Este gênero se caracteriza por apresentar plantas lenhosas com porte variando de 

um subarbusto de 30-50 cm até uma árvore de 30 m, sendo árvores pequenas ou 

arborescentes, em torno de 7-12 m de altura ou arbustos entre 4-6 m (SOUSA et al., 

2016). 

Podem ser encontradas em ambientes de mata úmida, alagável ou terra firme. 

Sua floração e frutificação ocorrem durante todo o ano, com maior incidência nos meses 

de julho a outubro, e setembro a novembro, respectivamente (NUNOMURA, 2005), 

tendo como característica marcante um sabor bastante amargo em seu córtex.  

Assim, muitas espécies dessa família (Quassia amara, Picrasma excelsa, 

Jamaica quassia) (Figura 2.1), são conhecidas há mais de um século, por conterem 

substâncias amargas, denominadas de “quassina”, nome conferido a toda esta classe de 

compostos estruturalmente relacionados, denominados de quassinóides (POLONSKY, 

1973). 
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Figura 2.1 - Ocorrência dos quassenóides nos gêneros da família Simaroubaceae. 

Fonte: ALMEIDA (2007). 

 

Estes compreendem um grupo de substâncias naturais quase que exclusivo de 

espécies das Simaroubaceae, podendo, assim, ser considerado marcador taxonômico 

desta família (MURGU, 1998; SARAIVA et al., 2006). A presença ou ausência de 

quassinóides levou alguns gêneros a serem excluídos da família, sendo este um 

importante parâmetro de classificação taxonômica de Simaroubaceae. 

PLANCHON (1846) apresentou o primeiro estudo taxônomico de conjunto para 

a família Simaroubaceae, intitulado Revue de la Famille des Simarubées, no qual o 

gênero Simaba configurou à época 11 espécies, entre as quais a S. cedron é de sua 

autoria. Neste estudo o autor afirma que o intenso sabor amargo é, sem dúvida, a 

característica mais marcante da família. 

 

2.2.1 - O gênero Simaba 

 

Pertencente ao segundo maior grupo da família Simaroubaceae, o gênero Simaba 

possui, aproximadamente, 35 espécies distribuídas na América do Sul. No Brasil, foram 

registradas 23 espécies do gênero Simaba distribuídas no Norte, Nordeste, Centro-oeste 

e Sudeste (PIRANI e THOMAS, 1988). Suas plantas são reconhecidas por serem 

árvores, arbustos ou subarbustos com caule subterrâneo, mas que não precisam de muita 

profundidade subterrânea para favorecer o seu alargamento (CAVALCANTE, 1983). 

Este gênero apresenta plantas lenhosas com tamanhos distintos, sendo o 

subarbusto variando de 30-50 cm, árvores maiores que podem chegar até 30 m, árvores 

pequenas que variam em torno de 7-12 m e arbustos entre 4-6 m (NUNOMURA, 2005). 
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As plantas deste gênero podem ser encontradas em lugares de mata úmida, 

lugares alagáveis ou terra firme. Caracterizam-se ainda, por florescer e produzir frutos 

durante todo o ano, sendo que os meses de julho a outubro e setembro a novembro, 

respectivamente, as épocas mais favoráveis para a produção de frutos (NUNOMURA, 

2005). 

 

2.2.2 - A espécie Simaba cedron 

 

As primeiras notícias conhecidas sobre a Simaba cedron são encontradas na 

história de Bucaners, publicada em 1699. Os índios foram os primeiros a vender as 

sementes em Cartagena, em 1828. Na História Natural de Drogas Simples de Guibourt, 

descobriu-se que Hooker, famoso diretor do Jardim Real de Kew, deu ao autor ilustre 

notícias citadas sobre a semente de uma planta conhecida pelos habitantes de Nova 

Granada com o nome de Cedrón, muito apreciada por suas propriedades medicinais 

(JAIME, 1884). 

Simaba cedron, popularmente conhecida como cedron (Figura 2.2), é 

amplamente distribuída na região amazônica estendendo-se até o sudeste do Brasil 

(Espírito Santo) e ao norte, alcançando parte da América Central (até Costa Rica) 

conforme mapa de distribuição (Figura 2.3). 

 

 
 

Figura 2.2 - Planta matriz de Simaba cedron, do Centro de Biotecnologia da Amazônia. 
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Figura 2.3 - Mapa de distribuição da espécie Simaba cedron. 

 

É uma espécie que habita principalmente áreas florestadas, porém também 

ocorre em áreas não florestadas como capoeiras e encraves de mata dentro do cerrado. 

Na Serra dos Carajás ocorre na área transicional entre a vegetação rupestre e a floresta 

de terra firme adjacente (DEVECCHI e PIRANI, 2016).  

É amplamente utilizada para o tratamento de febre e picada de cobras. Suas 

sementes são utilizadas no tratamento de problemas estomacais e infecções hepáticas. 

Os frutos são usados para cólica e tratamento da malária, enquanto a casca é usada 

como antiespasmódica (GUPTA, 1979). 

Extratos de Simaba das espécies Simaba cedron (Planchon), são usados na 

fabricação de composição cosmética ou farmacêutica, particularmente dermatológica, 

ou um meio de cultura de células da pele, devido à sua atividade significativa sobre a 

despigmentação da pele e na diferenciação de queratinócitos, podendo ser usada no 

tratamento de desordens da pele, em particular vitiligo e psoríase (BONTE et al., 1994, 

1995 and 1997). 

A Simaba cedron é geralmente propagada por sementes (Figura 2.4), que podem 

trazer variações genéticas que, consequentemente, influenciam o teor dos princípios 

ativos presentes nas plantas. A semente é única, pendurada, coberta por uma camada 
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membranosa escura. O albúmen é nulo, os cotilédones são muito grandes, carnudos e 

brancos em um estado recente e, com o tempo tornam-se amarelos devido ao ranço da 

substância gordurosa. 

 

 
 

Figura 2.4 - Semente de Simaba cedron. 

 

A espécie também é chamada de “pau-pra-tudo” e, segundo LEME (2016), pode 

ser diferenciada das demais espécies pela anatomia da madeira (figura 2.5), por seus 

vasos solitários e múltiplos (a), raios unisseriados e multisseriados (b) e seus cristais 

prismáticos nas células do parênquima (c), sendo uma importante ferramenta de 

identificação e qualidade do produto vegetal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.5 - Imagens ópticas da madeira. 

Fonte: LEME (2016). 

 

Dentre os vários relatos da composição química da S. cedron, destacam-se os 

compostos: cedronolactonas A, B, C, D e E, chaparrinona, chaparrina, glaucarubolona, 

glaucarubol, samaderina Z, guanepolida, ailanquassina A, poliandrol, cedronina e 

simalikalactone D (MORETTI et al., 1994; OZEKI et al., 1998, HITOTSUYANAGI et 

al., 2001). 
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2.3 - CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS 

 

A cultura de tecidos vegetais é uma metodologia que se tornou efetivamente 

importante para a agricultura, pois é possível aplicar esta técnica para diversos 

benefícios no cultivo das plantas, benefícios estes como: produção de plantas em grande 

escala, melhoramento genético, intercâmbio e conservação de germoplasma, engenharia 

genética e etc. Para a aplicação desta técnica, pequenas frações de tecido vivo, 

denominados explantes, são isoladas de um organismo vegetal, passam pelo processo de 

desinfecção e assepsia, e assim, garantindo que as frações de tecido vivo são cultivadas, 

por períodos indefinidos em um meio de cultura apropriado, sem contaminação 

(TORRES et al., 1999). 

Embora a cultura de tecidos possa ser aplicada para diversos benefícios na 

agricultura, a principal finalidade desta técnica é desenvolver uma nova planta análoga à 

planta matriz, isto é, obter uma clonagem vegetal que é definida como propagação 

assexuada de células ou organismos cujo objetivo é obter um novo ser vivo, mantendo-

se o genótipo idêntico ao ser de onde foi retirado o explante (TORRES et al., 1999).  

Em razão do exposto acima, a cultura de tecidos é considerada como uma 

excelente ferramenta para clonar plantas em escala comercial, além de colaborar na 

realização de estudos de transformação genética e conservação de espécies vegetais. 

Permite ainda, aperfeiçoar a interação entre fatores abióticos (nutricionais, luminosos, 

temperatura, etc.) e bióticos (hormonais e genéticos), resultando em plantas sadias, 

vigorosas e geneticamente superiores, que podem ser multiplicadas massivamente 

(CALDAS et al., 1998a). 

A cultura de células e tecidos pode resolver ou minimizar pontos na 

multiplicação sistematizada (Figura 2.6) de plantas elites pelo processo de 

micropropagação. Além disso, pode ser empregada na produção de metabólitos 

secundários que tenham relevância do ponto de vista terapêutico e que, por algum tipo 

de impedimento, não são sintetizados (ARNALDOS et al., 2001). 
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Figura 2.6 - Etapas da micropropagação de vegetais in vitro. 

Fonte: SOUZA et al. (2015). 

 

Pelo fato de as plantas trabalhadas serem geneticamente padronizadas, pode-se 

eliminar a interferência da variabilidade genética nos resultados.  Consequentemente, os 

resultados obtidos são efeitos das variáveis introduzidas no processo pelo 

experimentador (SILVA, 2015). 

Diversos critérios são importantes para o estabelecimento de cultivos in vitro 

como, por exemplo: o genótipo (espécie, cultivar ou variedade a ser utilizada), a fonte 

de explante (raiz, caule, folha, meristema, entre outros) e as condições de cultivo (meio 

de cultura, temperatura, luminosidade e o frasco a ser utilizado (ANDRADE et al., 

2000). 

A escolha do genótipo a ser utilizado depende dos objetivos dos estudos. 

Variedades podem responder de maneiras diferentes às condições estabelecidas in vitro, 

no entanto, alguns autores afirmam que toda espécie e cultivar são capazes de responder 

às condições da cultura in vitro, desde que seja estabelecida uma combinação correta 

entre os fatores que afetam as condições de regeneração da planta (GRATTAPAGLIA e 

MACHADO, 1998; MANTELL et al., 1994). 

A fonte de explante influencia diretamente na regeneração in vitro, isso porque o 

estado fisiológico em que se encontra está diretamente relacionado à sua regeneração. 

De modo geral, tecidos jovens e em crescimento são mais utilizados na cultura de 

tecidos (ANDRADE et al., 2000). 

As condições de cultivo, principalmente os meios de cultura, são os principais 

fatores para obtenção da regeneração de plantas. O meio de cultura é basicamente 

constituído de sais minerais (macro e micronutrientes), nitrogênio reduzido, uma fonte 
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de carbono, vitaminas e reguladores de crescimento necessários à divisão e manutenção 

da proliferação celular (D’ONOFRIO e MORINI, 2006). 

A combinação desses fatores associados às condições de cultivo, como: 

iluminação (intensidade, qualidade e fotoperíodo) e frasco da cultura (tamanho e 

permeabilidade a trocas gasosas) são a base da cultura de tecidos vegetais (KERBAUY, 

1999). 

Os explantes, antes de serem inoculados em meio de cultura, devem passar por 

um processo de desinfestação, o qual se baseia na esterilização superficial do explante, 

visando eliminar os microrganismos, como bactérias e fungos (ANDRADE et al., 

2000). 

Na micropropagação, o uso de métodos eficientes de desinfestação e 

germinação, in vitro, de sementes, permitem a obtenção de plantas assépticas 

fornecedoras de propágulos livres de contaminantes, os quais podem ser usados para a 

multiplicação e posterior enraizamento in vitro ou ex vitro (GRATTAPAGLIA e 

MACHADO, 1998). 

Diversas substâncias têm sido utilizadas para a desinfestação de sementes de 

espécies arbóreas, entre as quais se destaca o hipoclorito (de sódio ou de cálcio), pela 

facilidade de remoção dos tecidos das sementes durante a lavagem com água, por 

favorecer a germinação em virtude da capacidade de estimular a atividade da α-amilase 

e, ainda, pelo fato de promover o rompimento da dormência das sementes de algumas 

espécies (KANEKO e MOROHASHI, 2003). 

Após o processo de desinfestação, os tecidos vegetais são colocados em contato 

com o meio de cultura onde passam pelo processo de morfogênese, que é resultado da 

divisão e diferenciação celular, podendo ser influenciada por três fatores (D’ONOFRIO 

e MORINI, 2006). O primeiro é o fator genético, que é determinado em sua fertilização, 

incorporando uma potencialidade em que os genes podem ser expressos durante seu 

desenvolvimento; o segundo fator, são as características desenvolvidas durante a 

ontogênese, onde uma vez expostos a estímulos externos, podem se manter de forma 

estável ou permanente; o terceiro fator são as características desenvolvidas que são 

influenciadas somente pelo ambiente de forma temporária (KERBAUY, 1999). 

Quanto aos meios nutritivos, existem formulações distintas que devem ser 

ajustadas para cada espécie. O meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e suas 

diluições são, costumeiramente, as mais utilizadas. No entanto, existem formulações 

específicas a determinados grupos de plantas como, por exemplo, o meio WPM 
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(LLOYD e MCCOWN, 1981), mais usual em espécies lenhosas (CALDAS et al., 

1998a). 

Na tentativa de otimizar o crescimento in vitro dos tecidos vegetais, diversos 

estudos propõem a redução ou incremento de alguns macro e/ou micronutrientes que 

compõem esses meios de cultura, suprindo melhor as exigências nutricionais de cada 

espécie, a exemplo dos 23 meios modificados para amoreira-preta (Rubus sp.) e videira 

(Vitis sp.) (VILLA et al., 2008). 

As técnicas de cultura de tecidos são bastante aplicadas em pesquisas 

envolvendo plantas medicinais, com ênfase na micropropagação, cujos protocolos 

permitem estabelecer padrões para a multiplicação massal de várias espécies. Além 

disso, essa ferramenta biotecnológica permite a produção de metabólitos secundários in 

vitro, assegurando, assim, formas alternativas para a exploração sustentável de algumas 

espécies, principalmente em ecossistemas ameaçados (MORAIS et al., 2012). 

A aplicação das técnicas de cultura de tecidos em plantas medicinais tem como 

objetivos a obtenção de germoplasma competitivo e adaptado a diversos métodos de 

cultivo, escolha de novas espécies que servirão como fonte de compostos 

biologicamente ativos e aprimoramento da produção de fitofármacos. Tal fato, 

evidencia, que a cultura de tecidos mostra-se viável e uma opção para garantir uma 

produção em longa escala de bioprodutos (MORAIS et al., 2012). 
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CAPÍTULO 3 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 - METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

 

A metodologia experimental para a obtenção do estabelecimento da cultura in 

vitro de plântulas de Simaba cedron foi realizada em (06) etapas: Cadastro do Projeto 

no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético (SISGEN), órgão vinculado ao 

Ministério do Meio Ambiente (MMA), Coleta do material vegetal, Certificação 

Botânica, Processo de Estabelecimento in vitro, Coleta e Análise de dados, conforme o 

fluxograma abaixo (Figura 3.1). 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos 

Vegetais do Centro de Biotecnologia da Amazônia - CBA, em Manaus-AM. 

 

 

 

                            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 - Metodologia utilizada para o processo de estabelecimento da cultura in 

vitro de plântulas de Simaba cedron. 

 

3.1.1 - Cadastro do projeto no SisGen 

 

Foi realizado o cadastro do projeto no Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado – SisGen, sob o 

registro de nº AA09699, conforme a exigência da Lei nº 13.123, de 20 de maio de 2015, 
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que dispõe sobre bens, direitos e obrigações relativos à pesquisa ou desenvolvimento 

tecnológico realizado sobre amostra de patrimônio genético do país. 

 

3.1.2 - Coleta do material vegetal 

 

Os frutos maduros da Simaba cedron foram coletados de uma planta matriz 

localizada na área externa do Centro de Biotecnologia da Amazônia – CBA, situado na 

área urbana de Manaus-AM, conforme Figura 3.2, e levados ao Laboratório de Cultura 

de Tecidos Vegetais para o início dos procedimentos em laboratório. 

Com o auxílio de uma tesoura de corte, esterilizada, os frutos foram colhidos 

manualmente, armazenados numa cesta e levados até o laboratório para posterior pré-

assepsia. 

O Centro de Biotecnologia da Amazônia – CBA é uma instituição tecnológica 

de referência internacional devido ao apoio à pesquisa de inovação tecnológica a partir 

da biodiversidade Amazônica, com o objetivo de promover a bioeconomia de forma 

sustentável. 

 

 
 

Figura 3.2 - Localização do ponto de coleta. 

 

3.1.3 - Certificação botânica 

 

As Exsicatas de Simaba cedron foram preparadas com material vegetal 

proveniente da planta matriz. A identificação botânica foi realizada por Mariana 



 

 

 22 

Mesquita do Instituto Nacional de Pesquisas do Amazonas (INPA). A exsicata 

encontra-se depositada no herbário do INPA sob Registro Botânico nº 287796 conforme 

anexo II.  

 

3.1.4 - Processo de estabelecimento da cultura in vitro  

 

3.1.4.1 - Etapa I - Pré-assepsia[U1] 

 

Os frutos da Simaba cedron foram coletados, de uma planta matriz cultivada no 

Centro de Biotecnologia da Amazônia - CBA, em Manaus/AM e levados ao Laboratório 

de Cultura de Tecidos Vegetais para os procedimentos de pré-assepsia. 

Inicialmente, as sementes foram lavadas em água corrente com detergente 

líquido (de origem comercial) e, posteriormente, imersas em um Becker contendo água 

destilada e autoclavada, por 24 horas.  

Após este período, as mesmas foram imersas em um Becker contendo solução de 

detergente comercial, durante trinta minutos sob agitação (em agitador magnético), e, 

logo após, imersas em água destilada autoclavada, por vinte minutos. 

Finalizando-se os procedimentos de pré-assepsia, as sementes foram levadas 

para a câmara de fluxo laminar, para proceder a desinfestação (Figura 3.3). 

 

 
 

Figura 3.3 - Câmara de fluxo laminar preparada para o processo de assepsia e 

introdução in vitro das sementes. 

 

3.1.4.2 - Etapa II - Desinfestação 

 

Em câmara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas com lavagens 

sucessivas em álcool 70% durante 5 minutos, seguida de imersão em hipoclorito de 
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sódio (2% de cloro ativo) por 30 minutos, e lavadas (três vezes) em água destilada 

estéril, por 5, 5 e 15 minutos (Figura 3.4). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4 - Processo de desinfestação de sementes e estabelecimento in vitro das 

culturas de Simaba cedron. 

 

3.1.4.3 - Etapa III - Inoculação (introdução in vitro das sementes) 

 

O tegumento das sementes foi retirado e as mesmas foram inoculadas em frascos 

de vidro (250 mL) contendo 40 mL de meio de cultura semissólido de composição 

básica segundo MURASHIGE e SKOOG (1962), sem reguladores de crescimento 

(MS0), suplementado com 3% de sacarose; 4,1 µM de ácido nicotínico; 0,6 mM de mio-

inositol; 2,4 µM de piridoxina-HCl; 1,5 µM de tiamina-HCl e solidificado com 2% de 

phytagel (Figura 3.5).  O pH foi ajustado para 5,8 e os meios foram esterilizados em 

autoclave, a 120 °C e 1,1 Kgf/cm2, durante 15 minutos. 

As culturas foram mantidas no escuro, a 25±1°C, durante uma semana. Após 

este período, foram mantidas em sala de crescimento e desenvolvimento (Figura 3.5) 
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sob iluminação, com lâmpadas fluorescentes (Sylvania, Phillips/luz do dia) com 

intensidade de 30,0 µmoles.m-2.s-1, e 16 horas de fotoperíodo.  Foram realizadas 

observações diárias, sendo avaliado o desenvolvimento e a porcentagem de 

contaminação. 

 

 
 

Figura 3.5 - a) Preparo do meio de cultura; b) Sala de crescimento e desenvolvimento 

do laboratório de cultura de tecidos vegetais do CBA. 

 

3.1.4.4 - Etapa IV - Desenvolvimento in vitro de Simaba cedron 

 

Durante o desenvolvimento desta etapa do processo, foi avaliado o efeito de 

diferentes meios de cultura sobre o desenvolvimento da Simaba cedron. 

Quando as plântulas atingiram a altura máxima livre dos frascos (8 cm), foram 

utilizadas como doadoras de explantes para os testes com os meios de cultura MS 

(MURASHIGE e SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD e McCOWN, 1981) (Tabela 3.1). 

Cada explante ou fitômero constituiu-se de uma região nodal, sem folhas, com 

tamanho aproximado de 1 cm.  

Os efeitos dos meios de cultura foram analisados quanto à organogênese de 

brotos e raízes, após 60 dias de cultivo. 

Os meios de cultura são formulações químicas, compostas de água destilada, 

deionizada e sais minerais, vitaminas e reguladores de crescimento, quando necessários, 

conforme demonstrados na tabela 3.1. 
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Os meios de cultura utilizados na pesquisa foram o MS (Murashige e Skoog, 

1962) que é universalmente usado, especialmente para morfogênese, cultura de 

meristemas e regeneração de plantas, e caracteriza-se pela elevada concentração de sais 

minerais e o WPM (LLOYD e McCOWN, 1981), amplamente utilizado para 

propagação de arbustos e árvores, em laboratórios comerciais (QUISEN e ÂNGELA, 

2008). 

 

Tabela 3.1 - Composição dos meios de cultura MS e WPM. 

 

Componentes MS (mg/L) WPM (mg/L) 

Macronutrientes 

CaCl2.2H2O 440 96 

Ca(NO3)2.4H2O - 556 

KH2PO4 170 170 

KNO3 1900 - 

K2SO4 - 990 

MgSO4.7H2O 370 370 

NH4NO3 1650 400 

   

Micronutrientes   

CoCl2.6H2O 0,025 - 

CuSO4.5H2O 0,025 0,25 

H3BO3 6,2 6,2 

KI 0,83 - 

MnSO4.4H2O 22,3 22,3 

Na2MoO4.2H2O 0,25 0,25 

ZnSO4.7H2O 8,6 8,6 

   

FeEDTA   

FeSO4.7H2O 27,8 27,8 

Na2 EDTA.2H2O 37,3 37,3 

   

Orgânicos   

Ácido Nicotínico 0,5 0,5 

Glicina 2,0 - 

Mio-inositol 100 100 

Piridoxina.HCl 0,5 0,5 

Tiamina 0,1 1,0 

Sacarose (g/L) 30 20 

 

Fonte: MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), WPM (LLOYD e McCOWN, 1981). 
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3.1.5 - Coleta de dados 

 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com dois 

tratamentos e três repetições, sendo utilizados 30 explantes para cada tratamento, que 

foram realizados em triplicata. As avaliações foram realizadas após 60 dias de cultivo. 

 

3.1.6 - Análise dos dados 

 

Os dados obtidos quanto ao efeito dos diferentes meios de cultura (MS e WPM) 

sobre a altura das plântulas, o número de brotos e de segmentos nodais por broto e a 

taxa de multiplicação foram avaliados por análise de variância (ANOVA) e as médias 

foram comparadas pelo teste de Tukey-Kramer, ao nível de significância 5%.   

Estas análises foram efetuadas utilizando-se o Graph Pad in Stat, versão 3,01.  

Para a análise das porcentagens de germinação e enraizamento, conforme o meio 

utilizado, foi usado o teste de diferença entre porcentagens (p1 e p2) ao nível de 5% de 

significância utilizando-se o Software Statistica for Windows TM, versão 5.0. 
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CAPÍTULO 4 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 - ESTABELECIMENTO DA CULTURA IN VITRO 

 

Diariamente, as sementes inoculadas foram observadas a olho nu por vários 

ângulos, objetivando verificar o nível de contaminação oriunda de microrganismos do 

próprio vegetal ou de procedência operacional. As plântulas que apresentaram 

visualmente algum tipo de contaminação foram retiradas da sala de crescimento de 

forma gradual, levadas para a autoclave procedendo-se sua descontaminação e posterior 

descarte. 

Após cinco dias de cultivo, foi verificado que 75% das sementes apresentaram-

se assépticas (Figura 4.1), destas 100% germinaram, as quais posteriormente foram 

utilizadas como doadoras de explantes para o início da cultura a partir da obtenção das 

primeiras plântulas assépticas. 

 

 
 

Figura 4.1 - Taxa de desinfestação das sementes de Simaba cedron. 

 

Considerando que esse delineamento experimental foi inteiramente casualizado 

e que não há na literatura outros estudos desse tipo aplicado à espécie Simaba cedron, 

os resultados obtidos foram comparados com experimentos análogos a outras espécies 

da mesma família. 

SILVA (2015), ao realizar experimentos com a espécie Quassia amara, obteve 

taxa de desinfestação de 28% e, das sementes desinfestadas, 83% germinaram, em meio 
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MS0.Quando tais resultados são comparados aos obtidos com a Simaba cedron (75%), 

observa-se que o mesmo foi bem superior à taxa de desinfestação obtida pela autora . 

SILVA (2009), ao realizar os testes de desinfestação e estabelecimento in vitro 

de Picrolemma sprucei, utilizou o antibiótico Timentin® 3,0 g + 0,1 g (ticarcilina 

dissódica + clavulanato de potássio), na concentração de 75 g/100 mL para uso no meio 

de cultura, onde obteve uma taxa de desinfestação das sementes de 60,0%, cujo início 

da germinação foi observado após 32 dias. 

Relativamente ao gênero Picrolemma sprucei, pode-se inferir que o tempo de 

germinação foi tardio quando comparado ao início de germinação da Simaba aqui 

estudada que foi de 05 dias, respondendo de forma positiva ao processo novo iniciado. 

Além disso, o referido autor precisou utilizar antibiótico em seu processo de 

desinfestação, artifício que tornou o seu processo de desinfestação mais oneroso que o 

apresentado neste trabalho. 

A quebra de dormência tegumentar e a pré-assepsia das sementes possibilitam o 

estabelecimento in vitro de plantas de S. cedron. O hipoclorito pode ter atuado como 

estimulante da germinação, em razão da capacidade de estimular a atividade da α-

amilase pelo aumento da quantidade dessa enzima na semente, ou ainda, pelo fato de 

promover a quebra da dormência das sementes em algumas espécies (KANEKO e 

MOROHASHI, 2003). 

 

4.2 - EFEITO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA SOBRE O 

DESENVOLVIMENTO DA PLÂNTULA 

 

4.2.1 - Alongamento da plântula 

 

Foi avaliado e comparado alongamento das plântulas desenvolvidas nos dois 

meios de cultura (WPM e MS). 

Observou-se que ocorreram diferenças significativas entre tais meios de cultura 

para o comprimento da parte aérea de S. cedron, pois, ao utilizar o meio MS obtiveram-

se plântulas com altura média de 4,8 cm, enquanto as cultivadas em meio WPM tiveram 

um crescimento de 2,4 cm (Figuras 4.2 e 4.3; Tabela 4.1). 
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Figura 4.2 - Altura média da Simaba cedron, após 60 dias de cultivo nos meios MS e 

WPM ao Meio de Cultura MS. 

 

 
 

Figura 4.3 - Simaba cedron, após 60 dias de cultivo em meio MS. 
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Tabela 4.1 - Efeitos dos meios de cultura MS e WPM no cultivo in vitro de Simaba 

cedron (n=30), em 60 dias. 

 

Parâmetros avaliados MS WPM 

Altura (cm) 4,8a 2,4b 

Número de brotos 1,5a 1,3a 

Número de segmentos nodais por 

broto 

8,0a 3,0b 

Taxa de multiplicação 8,0:1,0a 3,0:1,0b 

Taxa de enraizamento (%) 75a 0b 

Taxa de calogênese (%) 38b 70a 

*Letras diferentes entre as colunas indicam diferença estatística a nível de 5%. 

 

Em relação aos parâmetros avaliados observou-se que a altura da Simaba cedron 

no meio de cultura MS foi de 4,8cm e no WPM de 2,4cm, sendo que o meio MS 

apresentou o dobro da altura do WPM, mostrando um resultado com mais eficácia do 

que no meio WPM. 

Referente ao número de brotos, o meio de cultura MS apresentou uma produção 

média de 1,5 e o WPM de 1,3, verificou-se a diferença quantitativa foi baixa, um 

resultado não significativo no comparativo entre os dois meios de cultura. 

Quanto ao número de segmentos nodais por broto, o meio MS apresentou o 

quantitativo de 8,0 unidades e o WPM de 3,0 unidades, verificando-se que o resultado 

obtido com o MS foi quase 3 vezes maior do que o produzido no WPM, representando 

positivamente a influência do meio do cultivo MS. 

Tratando-se da taxa de multiplicação, note-se que no meio MS o percentual obtido 

foi de 8,0:1,0 e o meio WPM apresentou uma taxa de 3,0:1,0, relativamente baixa 

quando comparado ao primeiro. 

A taxa de enraizamento verificada no MS foi de 75%, já no WPM foi 0%, o 

resultado desperta a atenção, porque universalmente esse meio de WPM é utilizado para 

plantas lenhosas conforme aponta a literatura. 

Com relação à taxa de calogênese, pode-se inferir que  foi relativamente baixa no 

meio MS, apenas de 38%, já no meio WPM foi 70%No entanto, para o objetivo do 

estudo esse resultado não influencia negativamente nos resultados, uma vez que a 

proposta é o estabelecimento de uma etapa do processo para o desenvolvimento de 
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cultivo in vitro de plântulas, comparando os dois meios que são utilizados para 

multiplicação e mantendo-se o padrão genético da linhagem no estabelecimento do 

processo. 

Ao elaborar o protocolo de cultura de tecidos de Quassia amara em meio MS, 

SILVA (2015), obteve plântulas que atingiram, em média 5,23 cm, aos 60 dias de 

cultivo, enquanto as cultivadas em meio WPM deram origem a plântulas com altura 

média de 1,39 cm. 

LENCINA et al. (2014), ao realizar experimentos com grápia (Apuleia leiocarpa 

Vog. Macbride) observou que não houve diferença significativa entre os meios de 

cultura WPM, MS e MS ½ para o comprimento da parte aérea, número de folhas e 

comprimento da raiz, após 15 dias de cultivo. 

Em plantas de Cordia trichotoma, foi verificado crescimento da parte aérea (1,6 

cm) e da raiz (7,3cm) significativamente superior nos cultivos em meio WPM, se 

comparados àqueles realizados em meio de cultura MS ½ (0,7 e 1,3 cm 

respectivamente), aos 28 dias de avaliação (FICK, 2007). 

 

4.2.2 - Organogênese de brotos 

 

Em relação ao brotamento, os resultados obtidos com o meio MS mostraram-se 

estatisticamente semelhantes aos obtidos com o WPM, com produção média de 1,5 e 

1,3 brotos, por explante, respectivamente (Figura 4.4 e Tabela 4.1). 

 

 
 

Figura 4.4 - Produção média de brotos de Simaba cedron, após 60 dias de cultivo nos 

meios MS e WPM. 
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4.2.3 - Formação de segmentos nodais (gemas) 

 

Os resultados obtidos demonstram que o meio MS mostrou-se superior para a 

formação de gemas, quando comparado com o meio WPM, onde foram observadas a 

formação de 8 e 3 segmentos nodais, respectivamente, aos 60 dias de cultivo (Figura 

4.5). 

 

 
 

Figura 4.5 - Produção média de segmentos nodais de Simaba cedron, após 60 dias de 

cultivo nos meios MS e WPM. 

 

Na micropropagação, plantas que apresentam maior número de segmentos 

nodais ou gemas axilares são preferidas, ao se considerar que esses tipos de propágulos 

possuem menor variação somaclonal e epigenética (TORRES et al., 1999). Neste 

estudo, houve diferença significativa entre os meios de cultura MS e WPM para o 

número de segmentos nodais (Tabela 4.1), indicando que o meio de cultura influenciou 

o crescimento in vitro das plântulas de Simaba, onde o meio MS levou ao 

desenvolvimento de plântulas com, em média, 8 segmentos nodais, cada. Enquanto ao 

meio WPM promoveu o desenvolvimento médio de 3 segmentos nodais por plântula. 

Entretanto, o meio de cultura WPM foi utilizado nos experimentos por causa da 

sua formulação, que foi desenvolvida especialmente para espécies lenhosas e apresenta 

25% das concentrações de íons nitrato e amônia do meio MS (MELO et al., 1999), 

estimulando o crescimento in vitro pelas baixas concentrações de nitrogênio na forma 

amoniacal (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Além disso, o meio de cultura 
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WPM possui maior quantidade da vitamina tiamina – HCl, se comparado ao meio de 

cultura MS (Tabela 3.1). 

A tiamina é apontada como uma substância benéfica para a multiplicação in 

vitro, possibilitando maior indução de brotos em explantes de espécies arbóreas 

(MANTOVANI e FRANCO, 1998), justificando, deste modo, sua utilização nestes 

experimentos. 

Comparado ao meio de cultura MS, o meio WPM se mostrou mais adequado 

para o estabelecimento in vitro de plantas de açoita cavalo (Luehea divaricata MART. E 

ZUCC.), no qual foi observado maior número de segmentos nodais por broto (4,9) e 

maior enraizamento dos explantes (66,8%), aos 60 dias de avaliação (FLORES, 2007). 

 

4.2.4 - Taxa de multiplicação 

 

Com relação à taxa de multiplicação, o melhor resultado foi obtido em plântulas 

cultivadas no meio MS0, onde foi observada a produção de, em média, 8,0 novas 

plântulas por explante, após 60 dias de cultivo, enquanto o no meio WPM foi observado 

3,0 novas plântulas por explante (Figura 4.6). 

 

 
 

Figura 4.6 - Taxa de multiplicação da Simaba cedron, após 60 dias de cultivo nos meios 

MS e WPM. 

 

HASSAN et al. (2012), relatam que ao trabalhar com Eurycoma longifolia, 

espécie da mesma família botânica da Simaba, obtiveram maior taxa de multiplicação 

em MS0 do que em WPM. 
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SILVA (2015) obteve taxa de multiplicação de 3,75:1 ao realizar o cultivo de 

Quassia amara, durante 60 dias em meio MS, enquanto as plântulas cultivadas em meio 

WPM geraram uma taxa de multiplicação de 3,05:1. 

 

4.2.5 - Enraizamento 

 

Quanto ao enraizamento das plântulas, a taxa máxima de enraizamento (75%) 

foi obtida em meio MS0. Já o meio WPM não promoveu enraizamento, em 60 dias de 

cultivo (Figura 4.7 e Tabela 4.1). 

 

 
 

Figura 4.7 - Taxa de enraizamento in vitro de plântulas de Simaba cedron. 

 

O enraizamento in vitro depende do genótipo da planta, podendo ocorrer 

naturalmente, durante o processo de micropropagação, de modo que o uso de 

reguladores de crescimento nos  meios de cultura possa ser evitado (GEORGE e 

SHERRINGTON, 1984). O meio MS ½ foi utilizado na análise do processo de 

enraizamento in vitro de E. longifolia, uma vez que foi observado que a concentração de 

sais minerais mais baixas auxiliam o aumento da percentagem de enraizamento, do 

comprimento e número de raízes em outras espécies. 

No entanto, a reação pode variar entre cultivares da mesma espécie. Foi sugerido 

que a proporção de compostos de carbono / nitrogênio e nitrogênio no metabolismo das 

auxinas afeta o processo de enraizamento. Por outro lado, nutrientes limitados podem 

afetar a produção e desenvolvimento de todo o sistema radicular de plantas in vivo 

(KARHU, 1997). 
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SILVA (2015), ao trabalhar com Q. amara, obteve 25% de enraizamento ao 

utilizar o meio MS e nenhum indício de formação de raízes com a utilização do WPM. 

A fonte e dose de açúcares no meio de cultura também podem interferir no 

desenvolvimento in vitro de algumas espécies medicinais. No caso do marmeleiro 

(Cydonia oblonga Mill.), o enraizamento in vitro pode ser favorecido pela concentração 

de 15 g L-1 de sacarose no meio de cultura (ERIG et al., 2004). 

 

4.2.6 - Calogênese 

 

Quanto à formação de calos, ela ocorreu em todos os tratamentos testados, 

porém no meio WPM foi observada em 70% dos explantes (Figura 4.8 e Tabela 4.1). A 

referida taxa de calogênese pode ser atribuída à adaptação dos explantes às condições de 

cultivo in vitro, como relata OLIVEIRA et al. (2000). 

 

 
 

Figura 4.8 - Taxa de calogênese da Simaba cedron, após 60 dias de cultivo nos meios 

MS e WPM. 

 

A etapa de estabelecimento in vitro, que antecede as fases do cultivo in vitro 

propriamente dito, é fundamental para o sucesso no desenvolvimento de um sistema de 

micropropagação, principalmente para espécies lenhosas nativas. A composição do 

meio de cultura, em relação aos macros e micro elementos e dos elementos orgânicos 

são fundamentais. Neste sentido, ao iniciar um processo biotecnológico com células 

vegetais, deve-se, em primeira instância, estabelecer a formulação adequada do meio 

que será utilizado (DRAPEAU et al., 1986). 

A micropropagação ou propagação in vitro tem a finalidade de produção de 

mudas de alta qualidade genética e fitossanitária e tem contribuído para impedir a 
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extinção de muitas espécies vegetais (STANCATO et al., 2001). Pelo fato das plantas 

trabalhadas serem geneticamente padronizadas, pode-se eliminar a interferência da 

variabilidade genética nos resultados. Consequentemente, os resultados obtidos são 

efeitos das variáveis introduzidas no processo pelo experimentador (SILVA e ASTOLFI 

FILHO, 2018). 

Conforme defendido por GONÇALVES et al. (2013), o estudo da variação 

biométrica de sementes é fundamental para o conhecimento das informações das plantas 

visando a conservação e exploração da espécie. Dessa forma, os resultados obtidos neste 

estudo servem como base para auxiliar na escolha de genitores que tenham 

características para manutenção fitossanitária de espécies comerciais, como também 

para manutenção de futuros programas de melhoramento genético (SILVEIRA et al., 

2019). 

No estudo desta planta, pode-se considerar que as sementes podem ser o meio 

principal de propagar esta espécie, bem como, o processo de estabelecimento de 

sobrevivência in vitro destas condições laboratoriais, pois, quanto maior o número de 

sementes por fruto, maior a probabilidade de deixar descendentes. 

Apesar da importância econômica e ambiental da espécie em estudo, a espécie 

Simaba cedron é pouco estudada, mesmo para os parâmetros básicos das características 

morfológicas da planta é uma espécie recentemente descrita na literatura, com 

referências bibliográficas escassas. 
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CAPÍTULO 5 

 

CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

 

5.1 - CONCLUSÕES 

 

O processo de desinfestação utilizado garantiu a assepsia de 75% das sementes, 

porém é possível melhorar esta porcentagem, através de novos experimentos 

relacionados às concentrações e tempos de imersão nos agentes desinfestantes. O meio 

MS0 pode ser considerado o mais indicado para o desenvolvimento das demais etapas 

da micropropagação desta espécie, pois neste meio as plantas tiveram uma taxa de 

multiplicação de 8,0:1 e 75% de enraizamento dos explantes, aos 60 dias de cultivo. 

 

5.2 - SUGESTÕES 

 

Devido à demora no desenvolvimento de plantas lenhosas, sugere-se a 

continuidade destes estudos para o desenvolvimento de todo o ciclo que abrange o 

desenvolvimento de protocolo para produção de mudas micropropagadas da referida 

espécie. Neste sentido, são apresentadas, a seguir, algumas sugestões para a continuação 

do presente trabalho: 

Devido à grande abrangência do assunto abordado neste estudo, são 

apresentadas, a seguir, algumas sugestões para a continuação do presente trabalho: 

− Elaboração de protocolo de multiplicação in vitro de plântulas de Simaba 

cedron; 

− Elaboração de protocolo de aclimatização de Simaba cedron ao ambiente ex 

vitro. 
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