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Desenvolvimento e aperfeiçoamento de estratégias para a conservação e propagação in 

vitro de Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen e Lippia filifolia (Mart. and Schauer ex 

Schauer), com ênfase ao uso do óleo mineral e biorreatores de imersão temporária  

RESUMO  

Pfaffia glomerata e Lippia filifolia apresentam importantes propriedades medicinais e fazem 

parte da lista de espécies que podem ser distribuídas aos usuários do Sistema Único de Saúde 

(SUS). Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver e aperfeiçoar estratégias 

para a conservação e propagação in vitro de Pfaffia glomerata e Lippia filifolia, com ênfase 

ao uso do óleo mineral e o uso de biorreatores de imersão temporária. Para os estudos de 

micropropagação utilizou-se como material vegetal microestacas (1,0 cm) contendo uma 

gema lateral, as quais foram inoculadas em diferentes sistemas de cultivo: meio semissólido, 

líquido estacionário, líquido sob agitação e líquido em biorreatores de imersão temporária, 

modelos RITA
®
 e BIT Embrapa

®
. Após 30 dias de cultivo, a percentagem de sobrevivência, a 

altura, a taxa de multiplicação e a taxa de enraizamento das brotações, além do peso da massa 

fresca (g) e seca (g) dos brotos regenerados nos cinco sistemas de cultivo foram avaliados. Já 

para a conservação in vitro dois experimentos foram realizados. No primeiro deles, 

microestacas de aproximadamente 1,0 cm de altura com pelo menos uma gema lateral foram 

avaliadas as quais foram inoculadas em meio de MS e mantidas, inicialmente sob uma 

camada de óleo mineral contendo diferentes volumes (5, 10 e 15 mL) sobre as estacas e 

colocadas sobre diferentes temperaturas (15, 20 e 25°C). A caracterização anatômica foi 

realizada com o auxilio do corante Azul de Toluidina e para as análises histoquímicas foram 

utilizados o Reagente de Schiff/ ácido periódico - PAS para polissacarídeos neutros e o 

Xylidine Ponceau para proteínas totais. Nos resultados referentes a micropropagação, 

verificou-se que P. glomerata apresentou altas taxas de multiplicação nos sistemas de cultivo 

líquido com agitação e líquido em biorreatores de imersão temporária modelo RITA
®
, e 

semissólido. O cultivo em biorreatores de imersão temporária modelo RITA
®
 proporcionou 

melhores resultados para ganho de massa fresca e seca, altura e taxa de enraizamento. Para a 

multiplicação de L. filifolia o sistema de cultivo semissólido proporcionou uma alta taxa de 

sobrevivência e formação de plantas com altura média de 7,0 cm. Variações morfológicas 

foram verificadas nas plantas cultivadas no sistema de cultivo líquido com e sem agitação. O 

sistema de biorreatores de imersão temporária modelo RITA
®
 apresentou resultados 

superiores quando comparados ao modelo Embrapa. De maneira geral, a L. filifolia 

apresentou dificuldades de enraizamento in vitro. O resultado do primeiro experimento de 
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conservação mostrou que as duas espécies estudadas apresentaram médias de sobrevivência 

em óleo mineral acima de 90 %, sugerindo ser uma alternativa para a conservação das 

espécies. No experimento de conservação, verificou-se que P. glomerata pode ser mantida por 

até 12 meses sob temperatura de 15 °C e imersa sob óleo mineral, com sobrevivência média 

acima de 90%. A L. filifolia obteve uma menor taxa de sobrevivência com média de 24,9% na 

temperatura de 15 °C, após os 12 meses de conservação. Anatomicamente as folhas de P. 

glomerata no tratamento de 5 mL apresentaram folhas mais espessas, com células do 

parênquima do tipo paliçádico, as células do mesofilo apresentaram arranjo compacto com 

poucos espaços intercelulares. No tratamento com 15 mL de óleo mineral, as células da 

epiderme e do mesofilo foram mais volumosas com paredes celulares delgadas. O caule das 

plantas que estavam conservadas em óleo mineral, independente do tratamento, não 

apresentou fistula. Para a L. filifolia no tratamento com 5mL de óleo mineral as folhas se 

apresentaram delgadas com epiderme contendo células volumosas, arredondadas e achatadas. 

O mesofilo apresentou parênquima clorofiliano com células paliçádicas, com células 

arredondadas e achatadas com espaços intercelulares. Foi verificado a presença de tricomas 

em ambas as faces epidérmicas. No tratamento com 10 mL de óleo mineral, foi possível 

observar um desarranjo das células que compõe o cilindro vascular, com células adjacentes 

aos feixes vasculares. As plantas conservadas em 15 mL de óleo mineral apresentaram 

epiderme espessa e mesofilo com células volumosas e compactas com vários espaços 

intercelulares. No caule, os tratamentos com óleo mineral apresentaram células de maior 

volume quando comparados com o controle. No tratamento com 5 mL, as células do cortex 

apresentaram formato alongado e vários espaços intercelulares. Os feixes vasculares são 

menores. Histoquimicamente evidenciou-se que o amido e as proteínas aparecem como 

material de reserva na folha e no caule das duas espécies. 

 

Palavras- chave: Pfaffia glomerata, Lippia filifolia, micropropagação, biorreatores de 

imersão temporária, conservação in vitro, anatomia vegetal, histoquímica.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

O conhecimento e utilização das plantas medicinais com o objetivo de tratamento e 

cura de doenças é milenar e tradicional, e também um hábito que sempre existiu na história da 

humanidade (VELLOSO; PEGLOW, 2003; BADKE et al., 2011).  

Há milênios o homem já sabia diferenciar as plantas comestíveis das plantas que 

poderiam curar suas moléstias. O vasto conhecimento adquirido foi então sendo repassado de 

geração para geração por meio da medicina popular, sendo ainda bastante utilizado 

atualmente com fins terapêuticos (SILVA & CARVALHO, 2004; SILVEIRA et al., 2008; 

GIRALDE; HANAZAKI, 2010; RAFIEIAN-KOPAEI, 2013).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a definição de plantas medicinais é 

tida como ―todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais órgãos vegetais, compostos 

que podem ser utilizados com fins terapêuticos ou que sejam precursores de fármacos 

semissintéticos‖. De acordo com dados da OMS cerca de 80% da população faz algum uso de 

medicamentos a base de plantas medicinais como única forma de acesso aos cuidados básicos 

de saúde e estima-se que só o Brasil movimentou aproximadamente U$ 1 bilhão de dólares 

em 2010, dos U$ 20 bilhões movimentados em todo o mundo (OMS, 2005; RAMOS, 2011).  

Entretanto, ainda existam relativamente poucos conhecimentos sobre os verdadeiros 

efeitos dessas substâncias no organismo humano. Por isso, da mesma forma que os 

fitoterápicos, o uso das plantas medicinais também deve fornecer segurança e eficácia para o 

uso popular, sendo necessária a comprovação científica de sua aplicação no corpo humano 

(TAGLIAT; FÉRES, 2009). 

No Brasil, a própria política nacional de plantas medicinais e fitoterápicos, aprovada 

por meio do decreto 5.813 de 22 de junho de 2006, indica a necessidade de estudos, por meio 

do estabelecimento de diretrizes e linhas prioritárias para o desenvolvimento de ações 

direcionadas à garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterápicos 

(BRASIL, 2006).  

Neste contexto, trabalhos sobre a composição fitoquímica, possíveis efeitos colaterais, 

além de estudos sobre a produção e padronização de matérias-primas para suprir a demanda 

da indústria de fitoterápicos, parecem de fundamental importância para ampliar as opções 

terapêuticas aos usuários do Sistema Único de Saúde (SUS) (BRASIL, 2006; SOUSA et al., 

2008). 

 Assim, para um país como o Brasil que possui cerca de 20% da biodiversidade do 

planeta (BRASIL, 2006), é necessário que espécies medicinais de reconhecido valor 
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farmacológicos sejam submetidas a estudos mais aprofundados, visando fortalecer as bases 

técnicas e científicas para o melhor aproveitamento desses produtos nativos da flora brasileira 

(VALE & BERNARDES, 2006). E entre as espécies medicinais que podem ser utilizadas pelo 

SUS, destacam-se a Pfaffia glomerata e a Lippia filifolia.  

Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen pertence à família Amaranthaceae, sendo 

conhecida popularmente como ‗ginseng brasileiro‘. A espécie é usada há séculos pelos índios 

para a cura de males, além de possuir grande interesse comercial na forma de 

fitomedicamentos e suplementos alimentares, em razão do seu uso popular como antitumoral, 

antidiabético e tônico afrodisíaco (NISHIMOTO et al., 1986; NISHIMOTO et al., 1987; 

SHIOBARA et al., 1993). Esta planta vem sendo objeto de estudo devido a composição 

química das raízes que apresentam substâncias adaptógenas que promovem o aumento da 

resistência como a ecdisterona, e a rubrosterona, contra inflamações (SHIOBARA et al., 

1993). 

Lippia filifolia (Mart. and Schauer ex Schauer) pertencente à família Verbenaceae, 

apresenta grande importância econômica devido as diferentes formas de utilização dos óleos 

essenciais produzidos pelas folhas (MOLDENKE, 1965). Por esse motivo, várias espécies 

desse gênero são utilizadas como planta medicinal, como a Lippia alba (Mill.) N. E. Br., 

amplamente aplicada no tratamento antiespasmódico (PASCUAL et al., 2001), 

antimicrobiana (AGUIAR et al., 2008); L. sidoides usada como anti-inflamatório 

(MONTEIRO et al., 2007), além de L. multiflora usada no tratamento contra malária 

(VALENTIN et al., 1995). Lippia filifolia é uma espécie endêmica da Cadeia do Espinhaço 

em Minas Gerais, e apresenta características aromáticas e medicinais importantes que se 

assemelham às demais espécies do gênero (PEIXOTO et al., 2006).  

Assim, apesar do conhecimento destas espécies quanto aos seus usos medicinais, 

agronomicamente ainda são escassas as informações, especialmente àquelas relacionadas com 

o método de cultivo mais eficientes e a padronização da produção de matérias primas 

selecionadas (SOUSA et al., 2008).  Neste sentido, uma das informações de grande 

importância refere-se às formas eficientes de propagação dessas espécies, bem como a 

multiplicação e conservação in vitro de germoplasma, com boas condições fitossanitárias 

(SCHEFFER et al., 2005). A micropropagação via microestaquia se constitui como uma 

excelente alternativa de produção de mudas de qualidade. O método consiste na produção de 

novas plantas por meio do cultivo de partes vegetativas in vitro, em meio de cultivo contendo 

ou não reguladores de crescimento, com a vantagem de poder possibilitar a produção de um 

elevado número de plantas em curto espaço de tempo e de forma rápida, produzindo 
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indivíduos geneticamente uniformes (COELHO et al., 2011; LARIBI et al., 2012; 

NAVROSKI et al., 2014). No entanto, convencionalmente esta técnica de multiplicação é 

baseada no cultivo dos propágulos em pequenos frascos contendo meio de cultura semi-

sólido, havendo a necessidade de intensa manipulação das culturas e demanda de mão de obra 

especializada, tendo como desvantagem geralmente o custo elevado da produção 

(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; TEIXEIRA, 2002). 

Novas técnicas de micropropagação utilizando meios de cultivo líquidos e 

equipamentos semi-automatizados estão sendo utilizados para a redução de custos e aumento 

de produtividade (LORENZO et al., 1998; PENCHEL et al., 2007). Biorreatores de imersão 

temporária são equipamentos semi-automatizados que vem sendo usados no cultivo de 

células, gemas e/ou qualquer tipo de propágulo utilizado na micropropagação, com o objetivo 

de produzir mudas em larga escala (ZIV, 1994; TEIXEIRA, 2002; PAEK et al., 2005; LIMA 

et al., 2012; WATT, 2012). Com o uso desse sistema de cultivo é possível obter a redução dos 

custos laboratoriais, pela redução das quantidades de frascos utilizados no processo e a 

ausência de agente geleificante no meio de cultivo (ETIENNE et al., 2006; MALLÓN et al., 

2012; BALOGUN et al., 2014). No Brasil, alguns protocolos foram descritos fazendo o uso 

de biorreatores para a produção de plantas medicinais (NASCIMENTO et al., 2012; LIMA et 

al., 2012; POLZIN et al., 2014).  

Adicionalmente, técnicas da cultura de tecidos de plantas também permitem que o 

germoplasma seja conservado in vitro, evitando que espécies sofram com a erosão genética 

causada pela destruição de habitats naturais e/ou com a exploração predatória do homem, 

colocando-as em risco de extinção (VILELA- MORALES; VALOIS, 2000; FLORES et al., 

2013).   

O processo de conservação in vitro de germoplasma preserva a integridade genética e 

biológica das plantas, visando seu uso atual e futuro como fonte de variabilidade (SAMPAIO 

et al., 2011). Embora a restrição do crescimento in vitro seja apontada como uma metodologia 

segura e vantajosa em relação as demais formas de conservação,é importante que se realizem 

estudos no sentido de se aperfeiçoar as metodologias de conservação, além de melhorar 

acompreensão de eventos relacionados aos organismos vegetais durante o cultivo e/ou 

manutenção in vitro (APEZZATO-DA-GLORIA & CARMELLO GUERREIRO, 2003; 

KRAUS & ARDUIN, 1997). 

 O objetivo do trabalho foi desenvolver e aperfeiçoar estratégias de propagação e 

conservação in vitro de Pfaffia glomerata e Lippia filifolia em diferentes sistemas de cultivo, 

incluindo o uso de biorreatores de imersão temporária e do óleo mineral.



4 
 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Lippia filifolia 

 Lippia filifolia pertence à família Verbenaceae e compreende duas subfamílias: a 

Verbenoidae e Virticoideae (CRONQUIST, 1988). Entretanto, estudos filogenéticos e 

morfológicos feitos com a família Verbenaceae sugeriram que a subfamília Virticoidae faria 

parte da subfamília Lamiaceae. Sendo assim, a família Verbenaceae limita-se aos indivíduos 

da subfamília Verbenoidae, com cerca de 175 gêneros e 2.800 espécies amplamente 

distribuídas em todo o território brasileiro, incluindo zonas tropicais, subtropicais e 

temperadas do Hemisfério Sul e regiões temperadas do Hemisfério Norte (GOULART & 

MARCATI, 2008). 

 As espécies da família Verbenaceae são encontradas em praticamente todos os 

ecossistemas terrestres, sendo uma das cinco famílias mais importantes entre as 

Eudicotiledôneas dos campos rupestres. Trata-se de subarbustos de morfologia variável, 

alcançando até 1,5 m de altura, raramente 2 metros, com ramos finos, arqueados, quebradiços 

e de coloração esbranquiçada. As folhas da espécie possuem cor verde claro a escuro, 

nervadas, opostas ou verticiladas, simples ou compostas, bordos serrados, ápice agudo e não 

possuem estípula, possuindo cheiro forte e aromático. As flores são dispostas em 

inflorescências racemosas, sendo zigomorfas, pentâmeras, com ovário súpero, bicarpelar e 

bilocular. O androceu apresenta quatro estames didínamos e sua reprodução é por alogamia 

gerando frutos do tipo drupa ou esquizocarpo (SCHOKEN, 2007; LORENZI & MATOS, 

2008; MELO et al., 2010). 

O gênero Lippia foi descrito por Linnaeus em 1753 e compreende cerca de 200 

espécies distribuídas no Brasil, Paraguai, Argentina, e algumas espécies endêmicas na África 

(SALIMENA et al., 2002). O Brasil possui cerca de 70 a 75% da diversidade de espécies do 

gênero Lippia, sendo considerado centro de diversidade a Cadeia do Espinhaço em Minas 

Gerais e a Chapada Diamantina na Bahia. Os Campos rupestres e Cerrados do Brasil são 

considerados regiões de alto endemismo (VICCINI et al., 2005). 

Os indivíduos do gênero dessa família são conhecidos popularmente por diversos 

nomes, entre eles: erva cidreira, erva cidreira brasileira, erva cidreira do campo, alecrim, 

alecrim do mato, alecrim do campo (JULIÃO et al., 2003). As plantas são usadas 

tradicionalmente na preparação de chás, em compressas e banhos ou extratos alcóolicos em 

função das suas propriedades farmacológicas, devido aos seus constituintes ativos presentes 

especialmente nos seus óleos essenciais (LUZ et al., 2014).  
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 As espécies do gênero Lippia possuem propriedades medicinais e aromáticas, sendo 

consideradas fontes de compostos biologicamente ativos (AGUIAR et al., 2008). Nesse 

gênero várias espécies apresentam propriedades medicinais comprovadas como a espécie 

Lippia alba (Mill.) N. E. Br ex Britt & Wilson utilizada na medicina tradicional para o 

tratamento de indigestão, antiespasmódico, no combate à insônia e asma, sendo considerada 

também anti-inflamatória e antipirética (GOMES et al., 1993; PASCUAL et al., 2001). 

Lippia filifolia (Mart. e Schauer ex Schauer) é uma planta endêmica da Cadeia do 

Espinhaço no Estado de Minas Gerais (PEIXOTO et al., 2006). As plantas chegam a medir 

entre 0,5 a 1,0 m de altura, na forma de arbustos e/ou semi- arbustos. Seus ramos são frágeis e 

aromáticos. Apresenta formato tetragonal, com ramificações apenas na porção superior. As 

folhas são filiformes, verticiladas, sésseis com coloração verde brilhante. As flores 

apresentam coloração amarela ou laranja com cálice piloso, bífido e pontiagudo 

(MOLDENKE, 1965) (Figura 1). Além das propriedades medicinais, possui também 

propriedades aromáticas devido à presença de tricomas glandulares na superfície das folhas 

(PEIXOTO et al., 2006). 

 
 

Figura 1. Aspectos gerais da morfologia de Lippia filifolia no habitat natural em Diamantina - 

MG (A), Cultivada na Universidade Federal de Juiz de Fora (B). Foto: Lyderson Facio 

Viccini, 2001. 
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2.2. Pfaffia glomerata 

Pfaffia glomerata pertence à família Amaranthaceae a qual compreende 169 gêneros, 

com cerca de 2960 espécies em regiões tropicais e subtropicais. No Brasil, são encontradas 

145 espécies, distribuídas em 19 gêneros, sendo 71 espécies endêmicas de diferentes regiões e 

biomas brasileiros (MARCHIORETTO et al., 2010). 

O gênero Pfaffia compreende cerca de 33 espécies distribuídas nas Américas Central e 

do Sul. Destas 33 espécies, 21 ocorrem no Brasil, sendo o país conhecido como um centro de 

coleta de espécies desse gênero para interesses medicinais (MARCHIORETTO et al., 2009).  

As espécies são encontradas em diversos tipos de ambientes como campos rupestres, 

cerrados, beira de matas, restingas, terrenos baldios e cultivados, sendo mais comuns em 

ambientes abertos, embora algumas espécies sejam encontradas no interior de florestas 

(SMITH & DOWNS, 1972). A P. glomerata é uma espécie nativa da América do Sul e de 

ocorrência comum nos estados do Paraná, Mato Grosso do Sul e Goiás (SIQUEIRA, 2002). É 

uma espécie hidrófila, ou seja, desenvolve-se parcial ou por completo sobre a água ou em 

solos muito úmidos e ambiente heliófilo (cresce melhor em plena luz solar). No entanto, as 

geadas prejudicam seu crescimento, se desenvolvendo melhor em temperaturas mais elevadas 

(MAGALHÃES, 2000).  

Trata-se de uma erva perene (relativamente alta, atingindo até 2 metros de altura), 

podendo apresentar-se como arbustos ou trepadeiras anuais ou perenes (Figura 2). O gênero 

apresenta folhas opostas, rosuladas ou alternas, glabras ou pilosas. As inflorescências são 

espiciformes, capituliforme, com flores unissexuais ou bissexuais e frutos do tipo cápsula 

monospérmica (MARCHIORETTO et al., 2009). 

Utilizada há séculos pelos índios brasileiros na cura e prevenção de doenças, a Pfaffia 

é também conhecida pelos nomes populares de fáfia, corango-sempreviva, corrente, acônito e 

ginseng brasileiro, por causa do formato de suas raízes serem bem parecido com o do ginseng 

coreano (Panax ginseng C.A Meyer), e também devido às suas propriedades tônicas e 

estimulantes (LORENZI & MATOS, 2008). 

O interesse comercial pela espécie está nas suas raízes tuberosas que possuem 

substâncias com propriedades medicinais (β-ecdisterona, rubrosterona e o ácido pfáffico) 

(SHIOBARA et al., 1993). Estas substâncias são usadas na forma de fito-medicamento e 

suplemento alimentar em razão do uso popular como atuação na regeneração de células, 

purificação do sangue, inibição de crescimento de células cancerígenas, antidiabetes 

(MONTANARI JUNIOR et al., 1999), regulação das funções hormonal e sexual, além de ser 

um bioenergético (SHIOBARA et al., 1993). 
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Figura 2. Aspectos gerais da morfologia de Pfaffia glomerata no habitat natural a beira do rio 

Santo Inácio, na cidade de Ipatinga- SP (A e B); Destaque para a raiz tuberosa da espécie (C). 

Foto: Lin Chau Ming, 2003. 
 

A reprodução dessa espécie pode ser feita de forma sexuada ou assexuada. Suas 

sementes são férteis e o poder germinativo gira em torno de 50 e 77%. Porém, de maneira 

sexuada as plantas originadas são heterogêneas, devido a grande variabilidade morfológica e 

genética da espécie. Estudos sobre a multiplicação vegetativa da espécie demonstraram que a 

estaquia é fisiologicamente viável, porém, tecnicamente apresenta baixo rendimento, além de 

fatores como luminosidade, água, nutrientes e temperatura serem determinantes para o 

crescimento da planta (NICOLOSO et al., 2003). 

No Brasil, principalmente na região Noroeste do Estado do Paraná, a espécie P. 

glomerata é amplamente comercializada no mercado atacadista interno e externo de plantas 

medicinais. Com essa crescente demanda na atividade extrativista predatória da espécie, tal 

A 

B C 
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procedimento pode colocar em risco a perpetuação em seu ambiente natural e o fornecimento 

de matéria-prima com qualidade e em quantidade para a população (MONTANARI JUNIOR, 

2002).  

2.3. Micropropagação  

A propagação in vitro, também conhecida como micropropagação devido ao tamanho 

dos propágulos utilizados, é uma técnica eficiente no que diz respeito à manutenção das 

características de interesse da planta matriz, possibilitando a multiplicação em larga escala de 

indivíduos selecionados, a partir de um explante inicial e independentemente da estação do 

ano (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; PAUNESCU, 2009; GOMES et al., 2015). 

A técnica, uma vez estabelecida, pode proporcionar a produção de grandes 

quantidades de plantas homogêneas, livres de doenças, em um curto espaço de tempo. Isso 

ocorre porque o cultivo em laboratório utiliza meios nutritivos otimizados em condições 

controladas de temperatura e luminosidade, acelerando a morfogênese e organogênese 

vegetal. Outros fatores são também considerados importantes na micropropagação, pois 

influenciam no desenvolvimento da planta, como o tipo de explante e recipiente de cultivo 

que podem influenciar no crescimento da espécie (RAO & RAVISHANKAR, 2002; 

NICOLOSO et al., 2003; CID & TEIXEIRA, 2010). De maneira geral, diversas partes da 

planta matriz podem ser utilizadas como fonte de explantes no cultivo in vitro para a 

regeneração das plantas, como, por exemplo, segmentos nodais, ápices caulinares e discos 

foliares (RECH & PIRES, 1986).  

Segundo Pereira e Fortes (2001), cada espécie possui características genéticas próprias 

e podem responder de maneiras diferentes ao cultivo in vitro. O tipo, a posição e a idade dos 

explantes influenciam na capacidade de regeneração e multiplicação dos explantes.  

A micropropagação se baseia na totipotencialidade das células vegetais, hipótese 

elaborada em 1902 pelo botânico alemão Gottlieb Haberlandt, ou seja, no potencial que as 

células vegetais vivas possuem de regenerar uma planta inteira (HABERLANDT, 1902). 

Nesse contexto, ainda na década de 70, Murashige (1974) estabeleceu cinco estágios 

para a micropropagação: 1) seleção dos explantes; 2) cultivo/estabelecimento do explante em 

meio nutritivo básico, sobre condições assépticas; 3) multiplicação e a proliferação dos brotos 

mediante sucessivas subculturas em meio próprio para multiplicação; 4) indução e 

desenvolvimento de raiz, 5) aclimatização, que é a transferência das plantas obtidas no cultivo 

in vitro para as condições ex vitro, geralmente em substrato em casa de vegetação 

(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; WENDLING et al., 2006).  
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2.3.1. Meios de cultura e reguladores do crescimento vegetal 

Os meios nutritivos são de grande importância na cultura de tecidos e fornecem as 

substâncias essenciais exigidas para o desenvolvimento das plantas, complementando as 

substâncias sintetizadas pelas células. Vários compostos orgânicos e inorgânicos são 

incorporados ao meio para suprirem as necessidades metabólicas, energéticas e estruturais das 

células. De uma maneira geral, os meios de cultura são compostos por água, micro e 

macronutrientes, vitaminas, aminoácidos, agentes solidificantes, reguladores vegetais, além de 

uma fonte de carbono (COHEN, 1995; WADA et al., 2015).  

A solução de micronutrientes é composta de zinco, manganês, ferro, boro, cobre, cloro 

e molibdênio. A solução de macronutrientes é composta de cálcio, fósforo, potássio, 

magnésio, nitrogênio e enxofre (CALDAS, 1998). Ao meio de cultura geralmente são 

adicionados reguladores de crescimento, com o objetivo de suprir deficiências dos teores 

endógenos de hormônios nos explantes. Adicionalmente, aplicadas em concentrações 

controladas, essas substâncias podem estimular, inibir ou modificar o crescimento e 

desenvolvimento das plantas. Existem seis classes de hormônios/reguladores de crescimento 

amplamente conhecidos: as auxinas, citocininas, giberelinas, o ácido abscísico, etileno e os 

brassinoesteroides (SALISBURY e ROSS, 1994; TORRES et al., 1998; FREITAS, 2009). 

Dos reguladores de crescimento as auxinas e citocininas são as mais utilizadas na 

cultura in vitro. As auxinas promovem principalmente o crescimento de calos, alongamento 

celular e rizogênese em tecidos vegetais (TAIZ & ZAIGER, 2004; FREITAS, 2009). Segundo 

Souza e Pereira (2007), o uso de auxinas durante o cultivo in vitro acelera o processo de 

formação de raízes em estacas de difícil enraizamento.  O mesmo autor ainda relata que as 

auxinas são responsáveis por alguns efeitos fisiológicos nas plantas dentre eles se destaca a 

formação de raízes adventícias em estacas ocasionadas pelo alongamento e divisão celular.  

Dentre as auxinas, as mais utilizadas são ácido indolbutírico (AIB), ácido 

naftalenoacético (ANA) e ácido indolacético (AIA), além do ácido 2,4-diclorofenoxiacetico 

(2,4-D).  O AIA (ácido 3- indolacético) é a auxina mais encontrada nas plantas, podendo ser 

encontrada de forma livre, que é a ativa, ou de forma conjugada considerada inativa, inibindo 

ou regulando seus efeitos fisiológicos no crescimento das raízes (RADMANN et al., 2003; 

NIZAN & TE- CHATO, 2009). Em geral na cultura de tecidos não é frequente o uso de AIA 

por ser pouco estável a luz (fotossensível) e também por ser anulado através da oxidação da 

enzima AIA- oxidase, predominando, assim, o uso de auxinas sintéticas (SALISBURY e 

ROSS, 1994). 
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As auxinas sintéticas mais utilizadas e eficazes em promover o enraizamento de 

estacas são ácido indolbutírico (AIB) e o ácido naftaleno acético (ANA). O uso desses 

fitorreguladores pode vir a compensar a falta de auxina endógena nas plantas (HARTMANN 

et al., 2002). No entanto, o ácido indolbutirico (AIB) apresenta algumas vantagens quando 

comparado ao ANA dentre as quais está a sua maior capacidade de diferenciação de raízes, a 

não toxidade em altas concentrações, além de se manter estável a fotodegradação, 

promovendo, assim, a formação de raízes (LUDWING-MULLER e EPSTEIN, 1994; 

TONIETTO et al., 2001; HARTMANN et al., 2002).  

 As citocininas são substâncias indispensáveis à divisão e multiplicação celular, à 

quebra de dominância apical, à indução e à proliferação de gemas axilares e a diferenciação 

de gemas adventícias. Dentre estas, as mais conhecidas são 6- benzilaminopurina (BAP) e 

Cinetina (KIN), isopenteniladenina (2-iP) e a zeatina (ASMAR, 2011). 

Já o carboidrato mais utilizado é a sacarose, componente importante por ser a fonte de 

energia da planta in vitro, uma vez que a fotossíntese da planta pode ser limitada nestas 

condições de cultivo (CALDAS, 1998).  

Entretanto, para cada tipo de explante, espécie ou cultivar, o meio de cultura mais 

adequado deve ser determinado experimentalmente (LÉDO et al., 2007; REZENDE et al., 

2008). 

2.4. Biorreatores de Imersão Temporária  

A micropropagação possui algumas limitações quanto ao seu uso comercial.  Uma 

delas é o relativo alto custo de produção das plantas, devido a grande necessidade de mão-de-

obra especializada, que pode atingir até a 60% dos custos da produção (ALVARD et al., 

1993; CID et al., 2010; BAQUE et al., 2012). A caracterização da micropropagação 

convencional baseia-se no cultivo em recipientes, geralmente pequenos, com um número 

limitado de plantas por frasco, contendo meio de cultura e a realização de repicagens manuais 

do material vegetal em câmara de fluxo lâminar (TEIXEIRA, 2002). No geral, após 4 a 6 

semanas é necessária a transferência das plantas para um novo meio de cultura, devido ao 

crescimento das plantas que ficam limitadas pelo volume dos frascos e a diminuição do 

volume do meio de cultura que é absorvido pelas plantas (ULISSES et al., 2013).  A 

consistência do meio pode ser líquida ou sólida, sendo que, a cultura em meio líquido 

necessita geralmente de um suporte para agitação para prover a oxigenação do material 

vegetal (ZIV, 1994).  
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A adoção de cultivo em meio líquido é uma importante medida para a redução de 

custos no processo de micropropagação, tanto por dispensar a utilização do solidificante do 

meio, como por promover um contato mais próximo dos tecidos com o meio de cultura 

(TEIXEIRA, 2002). Cultivos em meio líquido facilitam a absorção de nutrientes e 

fitorreguladores, estimulando o crescimento das plantas, a formação e o desenvolvimento de 

brotos e raízes (ESCALONA, 1999; KAMARAINEM et al., 2010). Entretanto, o cultivo em 

meio líquido pode favorecer a hiperidricidade que é caracterizada pelo elevado teor de água 

no interior das células e tecidos, um fenômeno que pode levar a alterações morfológicas e 

fisiológicas irreversíveis dos explantes em cultivo (ZHAO et al., 2012). 

 Nesse sentido, novos sistemas de micropropagação têm sido desenvolvidos com o 

objetivo de se obter melhorias do processo de produção de mudas in vitro, tornando esta 

técnica mais simples e reduzindo os custos, a fim de proporcionar uma maior eficiência no 

processo de propagação de mudas (BALOGUN et al., 2014). Entre os novos sistemas 

surgidos com interesse na propagação comercial de plantas, encontra-se o sistema de 

biorreatores (EIBL et al., 2009).  

Os primeiros biorreatores, conhecidos como fermentadores foram desenvolvidos para 

o cultivo de fungos e bactérias. Porém foram feitas modificações para o seu uso na 

propagação in vitro de plantas (BARRUETO et al., 2002). Os biorreatores são equipamentos 

utilizados para a micropropagação clonal sob imersão temporária ou permanente de células, 

tecidos, gemas, embriões vegetais, utilizando solução nutritiva líquida, tendo como principal 

objetivo a produção em larga escala (LIMA et al., 2012). Outras vantagens atribuídas à 

utilização desse sistema de cultivo são a possibilidade de semi- automação do sistema, a 

redução de mão-de-obra necessária para a micropropagação de plantas, o uso de recipientes 

maiores, com um volume maior do que os frascos utilizados na propagação convencional, 

além de geralmente o sistema permitir a redução da quantidade de repicagens do material 

(MEHROTRA et al., 2007).  

O desenvolvimento de novas técnicas de cultivo in vitro de plantas fazendo o uso de 

equipamentos, como os biorreatores, parece ter sido inicialmente estabelecido por Takayama 

e Misawa (1981) para a micropropagação de begônia, a partir de segmentos nodais 

estabelecidos in vitro. 

Atualmente, o sistema de cultivo em biorreatores vem sendo utilizado com eficiência 

para a multiplicação de várias espécies de plantas, dentre elas, a cana-de-açúcar (MALUTA et 

al., 2013), café (TEISSON et al., 1995), abacaxizeiro (FEUSER et al., 2010; ESCALONA et 
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al., 1999), orquídeas (MOREIRA et al., 2012), além de diversas plantas medicinais 

(SAGAWA & KUNIZAKI, 1989; ZHAO et al., 2012). 

Os biorreatores são classificados de acordo com o mecanismo de renovação do meio 

de cultivo, tipo de aeração, funcionamento e exposição do explante, dependendo das 

exigências da espécie, do tipo de célula ou órgão a ser propagado (ETIENNE & 

BERTHOULY, 2002; EIBL et al., 2009).  

Os biorreatores de imersão temporária foram adaptados para se obter um manuseio 

mais simples, visando melhorar as condições de oxigenação do meio nutritivo para o cultivo 

de plantas, diminuindo a ocorrência de desordens fisiológicas e incrementando a 

produtividade e eficiência do processo de propagação de mudas (ETIENNE et al., 2006; 

WATT, 2012). 

De maneira geral o sistema de cultivo consiste na transferência do meio de cultura de 

um recipiente, onde fica armazenado o meio de cultura, para outro recipiente onde se 

encontram as plantas. Esses dois recipientes, denominados frascos gêmeos são interligados 

geralmente por mangueira de silicone autoclavável por onde passa o meio de cultura. O 

sistema é automatizado por um temporizador que controla um compressor que faz o 

bombeamento do ar a uma determinada pressão para o recipiente onde se encontra o meio de 

cultura, fazendo com que o líquido seja transferido através da mangueira para o outro 

recipiente que contém as plantas. Ao ser transferido, o meio de cultura cobre totalmente os 

explantes por um período de tempo programado pelo temporizador. Em seguida, o líquido 

retorna para o recipiente de origem (TAKAYAMA & AKITA, 2006; TEIXEIRA, 2002). 

O sistema de imersão temporária proporciona a melhoria das trocas gasosas do 

ambiente, dentro dos recipientes de cultivo e o contato físico da planta com o meio nutritivo 

liquido que é mais bem aproveitado pela planta, aumentando a absorção de nutrientes (PAEK 

et al., 2001).  Sendo assim, este sistema apresenta várias vantagens quando comparado a 

outros sistemas líquidos, como por exemplo, a possibilidade de redução da hiperhidricidade, 

causada pelo estresse hídrico e pela falta de aeração, e a ausência de estresse mecânico ao 

material em cultivo devido à ausência de aeração e agitação (ESCALONA et al., 1999; 

ETIENNE et al., 2006). 

O biorreator de imersão temporária resultou da adaptação de vários biorreatores. 

Segundo Teixeira (2002), já em 1952 Steward e colaboradores foram os primeiros a aplicarem 

a tecnologia do cultivo sob imersão temporária, com a construção de um equipamento 

denominado ―auxophyton‖ que melhorou a oxigenação da cultura, por meio de um sistema 

rotacional dos recipientes, que em determinados momentos submergia os explantes e, logo em 
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seguida, as culturas eram expostas ao ar. Posteriormente, Aitken-Christie & Davies (1988) 

desenvolveram um equipamento de cultivo semi- automático de imersão temporária, onde as 

plantas eram cultivadas em recipientes maiores com meio semissólido na parte inferior do 

recipiente e em determinado período, o meio líquido era adicionado sobre o meio sólido, 

sendo periodicamente removido. Logo após esse período, Simonton et al. (1991) 

desenvolveram um sistema automatizado de tempo em que o meio nutritivo líquido era 

colocado sobre as plantas cultivadas. 

Atualmente, dentre os vários tipos de biorreatores de imersão temporária, o sistema 

RITA
®
 (Recipiente de Imersão Temporária Automatizada) (Figura 3), patenteado por 

TEISSON et al. (1995), comercializado pela Vitropic S/A, é um dos tipos mais utilizados para 

uma série de espécies vegetais (ALVARD et al., 1993; ETIENNE & BERTOULY, 2002). 

Entre suas principais vantagens, está a facilidade de utilização, a facilidade de esterilização e 

a economia de espaço, pois trata-se de apenas um recipiente com dois compartimentos: um 

superior que contém os segmento nodais, e outro inferior que contém o meio de cultura 

armazenado. 

 

 

Figura 3. Recipiente de Imersão Temporária Automatizada (RITA
®
) no cultivo in vitro de 

Pfaffia glomerata. (Barra de escala= 1 cm). Fonte: Laboratório de Cultura de Tecidos II  da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF, 2016. 
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Na busca por melhores resultados na propagação de material vegetal, foi desenvolvido 

por TEIXEIRA (2002) o Sistema de Biorreator de imersão temporária (BIT), patenteado pela 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Figura 4). Esse sistema possui várias 

vantagens, dentre elas, a possibilidade de utilização de vários tipos, tamanhos, e formatos de 

recipientes, diferentes tipos e constituição de tampas, a possibilidade do sistema ser utilizado 

em regime de imersão temporária e permanente; a utilização de fontes artificiais de ar, com 

dosagens específicas de oxigênio, nitrogênio e gás carbônico; e a capacidade do equipamento 

ser utilizado tanto para o cultivo de células e embriões, quanto para gemas, segmentos nodais 

e raízes (CID & TEIXEIRA, 2010). 

 

 

 

Figura 4. Sistema de biorreator modelo Embrapa no cultivo in vitro de Pfaffia glomerata 

(barra de escala= 5 cm). Fonte: Laboratório de Cultura de Tecidos II da Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF, 2016. 
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2.5. Conservação in vitro de germoplasma  

Com o aumento da população mundial, as fronteiras agrícolas e urbanas expandiram-

se, favorecendo a degradação do habitat natural das plantas. Esse extrativismo intenso 

contribui para a erosão genética das espécies, aumentando o número de espécies em risco de 

extinção (CAMILLO et al., 2009). Diante disso, a conservação in vitro de recursos genéticos, 

por meio da manutenção de coleções de germoplasma de espécies vegetais, por meio do 

estabelecimento de bancos de germoplasma, vem sendo bastante utilizada (SCHERWINSKI-

PEREIRA et al., 2010). 

 As vantagens da conservação in vitro são a manutenção de genótipos em condições 

assépticas, com redução dos custos com mão-de-obra, e a utilização de pequeno espaço físico, 

facilitando a disponibilidade do material para o melhoramento genético e para o intercâmbio 

de germoplasma (ENGELMANN, 2004).  

A conservação pode ser in situ e ex situ. In situ é quando a espécie é preservada em 

seu habitat natural, como em parques, reservas biológicas e reservas ecológicas. Este tipo de 

conservação, geralmente é feita por períodos de curto e médio prazo. No entanto, em 

ambientes naturais a conservação é considerada cara, devido à necessidade de grandes áreas, 

além das espécies ficarem vulneráveis e expostas ao ataque de patógenos e adversidades 

climáticas (WITHERS & WILLIAMS, 1998; CID & TEIXEIRA, 2010).  

Já a conservação ex situ ocorre quando se preserva a espécie em coleções ou bancos de 

germoplasma fora das suas condições naturais, geralmente em instituições de pesquisa. Na 

conservação ex situ, as amostras de material vivo podem ser armazenadas em forma de 

sementes, plantas ou partes das plantas, como ápices caulinares, segmentos nodais, gemas 

axilares, meristemas, tecidos ou células, permitindo que vários genótipos estejam disponíveis 

para utilização futura (ENGELMANN, 2004). 

A conservação das espécies in vitro em bancos de germoplasma podem ser feitas por 

meio de modificações nas condições do ambiente de cultivo, sob baixas temperaturas, baixa 

intensidade luminosa, em meio de cultura com baixa concentração de sais, ou pelo uso de 

agentes osmóticos, sendo protegidas de eventuais perdas, garantindo a sua utilização a curto, 

médio, e longo prazo. Para a conservação do material in vitro existem dois métodos 

principais: o crescimento lento em curto e médio prazo e a criopreservação, considerada de 

longo prazo (ENGELMANN, 2004).  

Pelo método de crescimento lento, as plantas são submetidas a condições que 

desacelerem o metabolismo e crescimento, sem afetar a estabilidade e viabilidade genética. 

Aumentam-se, assim, os intervalos entre os subcultivos, diminuindo a manipulação das 
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plantas e possíveis problemas de contaminação (WHITERS & WILLIANS, 1998). Esta 

diminuição do metabolismo pode ocorrer por alterações físicas (temperatura e luz) do 

ambiente e/ou químicas utilizando agentes osmóticos (sacarose, manitol, sorbitol) no meio de 

cultura, que atuam removendo o excesso de água intracelular por gradiente osmótico, 

diminuindo o crescimento da planta (DUMET et al., 1993; LIMA–BRITO et al., 2011; 

SILVA & SCHERWINSKI-PEREIRA, 2011). Esses carboidratos podem ser utilizados junto 

a inibidores de crescimento, como o ácido abscísico ou o ácido salicílico, devendo-se manter 

alta a taxa de sobrevivência do material cultivado durante o período de conservação in vitro 

(KEATMETHA et al., 2006; AHMED & ANJUM, 2010).  

Outra estratégia para a conservação in vitro é a adição de uma camada de óleo mineral 

sobre o explante (WITHERS & ENGELMANN, 1997). De acordo com Caplin (1959), o óleo 

mineral provém do petróleo e sua utilização sob o explante diminui a sua capacidade de captar 

oxigênio, mantendo assim, o crescimento mínimo das plantas por reduzir o metabolismo das 

mesmas. Segundo Augereau et al. (1986), a utilização desta técnica no armazenamento de 

espécies vegetais é simples e vantajosa pois não há a necessidade de utilização de 

equipamentos sofisticados e apresenta baixo custo beneficio para os laboratórios. De maneira 

geral, essa técnica é considerada vantajosa, pois as plantas podem permanecer viáveis por 

vários meses e até anos no mesmo meio de cultura, prolongando os intervalos de subcultivo, 

reduzindo a necessidade de mão-de-obra e o uso de reagentes (SHARMA et al., 2012; CRUZ- 

CRUZ et al., 2013).   

 

2.6. Estudos Anatômicos e Histoquímicos 

 A anatomia vegetal é uma área da botânica destinada ao estudo das estruturas 

celulares, a organização dos tecidos e órgãos dos vegetais, podendo auxiliar no entendimento 

sobre a origem, constituição e função das estruturas que caracterizam as plantas 

(APEZZATO- DA GLÓRIA & CARMELLO, 2003).   

O uso de técnicas de análise anatômica permite o detalhamento de eventos ocorridos 

durante o cultivo in vitro de espécies vegetais. No entanto, as plantas cultivadas in vitro se 

desenvolvem em condições diferentes das plantas cultivadas ex vitro podendo apresentar 

mudanças morfológicas, anatômicas e fisiológicas (JAUSURO et al., 2010). Entre essas 

mudanças estão a reduzida diferenciação de células do mesofilo das folhas com vários 

espaços intercelulares (CAPELLADES et al., 1990), cutícula pouco desenvolvida 

(FUCHIGAMI et al., 1981) e sistema vascular pouco desenvolvido (GROUT & ASTON, 

1978). Dentro desse contexto,é necessária a avaliação anatômica das plantas medicinais, 
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cultivadas in vitro a fim de realizar o manejo adequado e identificar as mesmas características 

de interesse da planta matriz (COSTA, 2006).  

Além disso, as células vegetais podem produzir diferentes tipos de substâncias como 

carboidratos, lipídeos, aminoácidos e proteínas que irão sinalizar as respostas fisiológicas do 

metabolismo das plantas (DORES, 2007). A técnica histoquímica permite detectar de forma 

qualitativa e quantitativa a presença dessas substâncias existentes nas plantas e está baseada 

no uso de reagentes químico- histológicos pré-estabelecidos (GERSBACH, 2002). Sua 

metodologia baseia-se em reações cromáticas realizadas para o reconhecimento da natureza 

química das membranas e do conteúdo celular (COSTA & CUNHA, 2000). 

No entanto, até o momento, nenhum estudo foi feito para verificar a caracterização 

anatômica das espécies e a análise histoquímica das substâncias produzidas e acumuladas nas 

folhas durante a conservação in vitro utilizando óleo mineral. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Desenvolver e aperfeiçoar estratégias para a propagação e conservação in vitro de 

Pfaffia glomerata e Lippia filifolia. 

3.2. Objetivos específicos 

 Avaliar a taxa de multiplicação e o crescimento in vitro das espécies medicinais P. 

glomerata e L. filifolia em sistema de cultivo semi-sólido, líquido estacionário, líquido 

sob agitação e biorreatores de imersão temporária; 

 Estabelecer o enraizamento das plantas in vitro, bem como a sobrevivência no 

processo de aclimatização; 

 Verificar a tolerância de brotos de P. glomerata e L. filifolia à conservação in vitro por 

imersão em óleo mineral, bem como adequar a quantidade do óleo a ser utilizado e a 

temperatura de armazenamento;  

 Realizar a caracterização anatômica e histoquímica de P. glomerata e L. filifolia 

conservadas em óleo mineral. 
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CAPÍTULO 1 

MICROPROPAGAÇÃO DE Pfaffia glomerata (Spreng) Pederseng e Lippia filifolia 

(Mart & Schauer and Schauer) EM DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

RESUMO 

O objetivo do trabalho foi avaliar a micropropagação de Pfaffia glomerata e Lippia filifolia a 

partir dos diferentes sistemas de cultivo: semi-sólido, líquido estacionário, líquido sob 

agitação e biorreatores de imersão temporária modelos RITA
®
 e tipo frascos gêmeos BIT - 

Embrapa
®
. Para a multiplicação in vitro foram utilizados como explantes segmentos nodais de 

1,0 cm, com pelo menos uma gema lateral. O material foi cultivado em meio de MS 

suplementado de 30 g.L
-1

 de sacarose e mantido em sala de crescimento com temperatura e 

luminosidade controladas. Após 30 dias, avaliaram-se nos cinco sistemas de cultivo a 

percentagem de sobrevivência, a altura, a taxa de multiplicação e a taxa de enraizamento, 

além do peso da massa fresca (g) e seca (g) dos brotos regenerados. Para o enraizamento in 

vitro foram utilizados como explantes segmentos nodais contendo uma gema axilar e 

inoculados em meio de MS semi-sólido, suplementado com as auxinas AIA, ANA e AIB nas 

concentrações não combinadas de 0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 μΜ., O delineamento 

experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com pelo menos quatro repetições por 

tratamento. Como resultado, verificou-se que P. glomerata apresentou altas taxas de 

multiplicação nos sistemas de cultivo líquido e semi-sólido. O cultivo em biorreatores de 

imersão temporária modelo RITA
®
 proporcionou melhores resultados para ganho de massa 

fresca e seca, além de altura de plantas. Na fase de aclimatização, os melhores resultados para 

sobrevivência foram observados em plantas de Pfaffia com altura superior a 10,0 cm. Já para 

a multiplicação de L. filifolia, observou-se que o sistema de cultivo semi-sólido proporcionou 

alta taxa de sobrevivência e formação de plantas com altura média de 7,0 cm. Variações 

morfológicas foram verificadas durante a multiplicação das mudas no sistema de cultivo 

líquido com e sem agitação.  O sistema de cultivo de biorreatores de imersão temporária 

modelo RITA
®

 proporcionou resultados superiores quando comparados ao modelo BIT - 

Embrapa
®
. De maneira geral, a L. filifolia apresentou baixas taxas de enraizamento e 

consequentemente baixa sobrevivência na fase de aclimatização. 

 

Palavras- chave: P. glomerata; L. filifolia; sistemas de propagação, meio de cultura, sistemas 

de imersão temporária. 
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1. INTRODUÇÃO 

No Brasil, o conhecimento e a utilização das plantas como alimento e fonte terapêutica 

vêm sendo repassado desde as antigas civilizações até os dias atuais (TOMAZZONI et al., 

2006; AGUIAR & BARROS, 2012). Além disso, as populações de espécies medicinais de 

interesse comercial no seu habitat natural estão cada vez mais reduzidas pelas pressões 

exercidas pelo crescimento das cidades, agricultura e o extrativismo severo, fatores que 

podem colocar em risco de extinção as populações naturais (OLIVEIRA & AKISSUE, 2000). 

Adicionalmente, em razão da crescente demanda de matérias-primas pela indústria de 

fitoterápicos, torna-se necessário o desenvolvimento de técnicas que possam produzir mudas 

com qualidade e garantir o uso das espécies medicinais de maneira segura e eficaz. 

A Organização Mundial de Saúde (OMC, 2005) relata que cerca de 85% da população 

mundial faz uso de medicamentos à base de espécies medicinais utilizadas com finalidades 

profilática, curativa, paliativa ou com fins de diagnóstico. Para garantir o acesso seguro e a 

inserção de fitoterápicos e plantas medicinais nos hospitais públicos, o Brasil criou a política 

Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos aprovada por decreto 5.813, de 22 de junho de 

2006, e a Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares no Sistema Único de 

Saúde (SUS), aprovada pela Portaria Ministerial MS/GM nº 971 de 03 de maio de 2006 

(AMARAL & SILVA, 2003). Entre as espécies medicinais que podem ser utilizadas 

destacam-se a Pfaffia glomerata e a Lippia filifolia. 

A espécie P. glomerata conhecida como ginseng brasileiro, vem sendo objeto de 

estudo devido as substâncias contidas em suas raízes tuberosas que possuem propriedades 

medicinais (β- ecdisterona, rubroesterona, ácido pfáffico) e vem auxiliando no tratamento da 

diabetes, na purificação do sangue, na regularização das funções hormonais e sexuais 

(NISHIMOTO et al., 1986; NISHIMOTO et al., 1987; SHIOBARA et al., 1993).Já a espécie 

L. filifolia apresenta importância econômica, devido as suas propriedades aromáticas 

presentes no seu óleo essencial, que são produzidos pelas folhas (PEIXOTO et al., 2006). As 

espécies pertencentes ao gênero Lippia possuem propriedades medicinais e aromáticas, sendo 

consideradas fontes de compostos biologicamente ativos (AGUIAR et al., 2008). Nesse 

gênero várias espécies apresentam propriedades medicinais comprovadas como a espécie 

Lippia alba (Mill.) N. E. Br ex Britt & Wilson utilizada na medicina tradicional para o 

tratamento de indigestão, antiespasmódico ( PASCUAL et al., 2001). 

Diante da potencialidade apresentada por essas espécies, torna-se importante 

aprimorar as técnicas de multiplicação dos genótipos, principalmente com boas condições 
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fitossanitárias. A micropropagação é uma técnica efetiva na propagação em escala de espécies 

com genótipos de interesse, permitindo, inclusive, realizar a limpeza clonal a fim de se obter 

culturas livres de patógenos, em curto período de tempo, de forma rápida e eficiente (LIMA et 

al., 2011).  

  No entanto, rotineiramente esta técnica usa a produção de plantas em frascos 

pequenos contendo meio de cultura semi-sólido, o que restringe o número de explantes por 

frasco e, portanto, tem como desvantagem o custo elevado da produção (TEIXEIRA, 2002; 

MEHTA et al., 2012; SANTORO et al., 2013).  

Nesse contexto, novos sistemas de micropropagação têm sido desenvolvidos para se 

obter melhorias no processo de produção vegetal in vitro em larga escala, visando 

principalmente aumentar a produtividade e reduzir os custos. Entre os novos sistemas, 

destacam-se os sistemas semi-automatizados que utilizam biorreatores de imersão temporária 

(MURCH et al., 2004). Várias espécies medicinais vêm sendo propagadas em larga escala por 

meio do uso de biorreatores (LIMA et al., 2012; WATT, 2012; POLZIN et al., 2014), apesar 

de, até o momento, poucos relatos do uso de biorreatores terem sido encontrados para as 

espécies desse estudo.  

O presente trabalho objetivou-se avaliar a propagação in vitro das espécies P. 

glomerata e L. filifolia em diferentes sistemas de cultivo, com ênfase ao uso de biorreatores 

de imersão temporária.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Local de realização dos experimentos 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos II (LCT-II) da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasília – DF. 

 

2.2. Material Vegetal 

Os explantes iniciais de Lippia filifolia e Pfaffia glomerata foram obtidos da Coleção 

de Germoplasma in vitro da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF. Os 

acessos utilizados foram o CCG 150 para Pfaffia glomerata e o CCG 46 para Lippia filifolia. 

 

2.3. Micropropagação em diferentes sistemas de cultivo 

A micropropragação foi realizada a partir da inoculação de segmentos nodais de 

aproximadamente 1,0 cm de comprimento e com pelo menos uma gema lateral, estéreis em 

cinco diferentes sistemas de cultivo: 1) semi-sólido, no qual foram utilizados frascos de vidro 

de 250 mL de capacidade, contendo 50 mL de meio nutritivo (controle); 2) meio líquido 

estacionário, no qual foram utilizados frascos de vidro 250 mL de capacidade, contendo 50 

mL de meio de cultivo; 3) meio líquido, sob agitação orbital de 100 rpm, utilizando frascos de 

vidro 250 mL de capacidade contendo 50 mL de meio de cultivo; 4) sistema de imersão 

temporária modelo RITA
®
, com frascos com capacidade de 500 mL, contendo 200 mL de 

meio líquido, e; 5) sistema de imersão temporária modelo BIT - Embrapa
®
 com frasco de 5 L 

de capacidade, contendo 400 mL de meio líquido (Figura 1). 

Em todos os sistemas de cultivo, o meio nutritivo foi composto pela formulação salina 

e vitaminas de MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 30 g.L
-1 

de sacarose. O 

pH dos meios foi ajustado para 5,8 ± 0,1 e a autoclavagem realizada  à 121 ºC por 20 minutos 

e 1,3 atm de pressão. Ressalta-se que no caso do sistema tradicional de cultivo semi- sólido 

adicionou-se ao meio o agente gelificante Phytagel (2,5 g.L
-1

) (SIGMA). 

Todo o processo de inoculação dos explantes foi realizado em condições assépticas, 

em câmara de fluxo laminar. Após a inoculação, os frascos foram vedados com filme plástico 

transparente e os explantes mantidos em sala de crescimento com luminosidade e temperatura 

controlada. As repetições de cada tratamento consistiram de 5 explantes para os sistemas 

tradicionais de cultivo (semi-sólido, líquido estacionário e sob agitação), 20 explantes, no 

caso do RITA
®
 e 40 explantes no sistema de biorreator modelo BIT -Embrapa

®
, mantendo-se 

a relação de 10 mL de meio de cultura por explante. 
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Figura 1. Esquema ilustrativo dos cinco tipos de sistemas de cultivo in vitro utilizados 

durante a micropropragação das espécies Pfaffia glomerata e Lippia filifolia. 

 

Foram feitas cinco repetições biológicas de 30 dias cada. Após o cultivo, foi avaliada a 

percentagem de sobrevivência, a altura dos brotos, a taxa de multiplicação, além de ter sido 

observado o enraizamento (%). No caso da espécie P. glomerata avaliou-se também o peso da 

massa fresca e seca da parte aérea e da raiz (g). O peso seco dos explantes foi obtido a partir 

de secagem em estufa de ventilação forçada com temperatura de 65 ºC até peso constante. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetições por 

tratamento.  

 

2.4. Descrição dos Biorreatores de imersão temporária 

Nos sistemas de biorreatores de imersão temporária, dois tipos foram utilizados para a 

multiplicação de plantas: RITA
®

 (Recipiente de Imersão Temporária Automatizado) 

(TEISSON et al., 1995) e o Biorreator de imersão temporária tipo frascos gêmeos BIT - 

modelo da Embrapa
®
 (TEIXEIRA, 2002).  

O modelo RITA
® 

foi constituído por dois compartimentos em um só frasco com 

capacidade total de 500 mL, onde ocorreu a separação espacial do meio com os explantes. Os 
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frascos foram conectados por mangueiras de silicone a um compressor ligado a um aparelho 

digital reverso. Neste estudo, o meio de cultura líquido foi conduzido de 6 em 6 horas para a 

parte superior do frasco, onde se localizavam os segmentos nodais, que ficavam submersos 

durante 1 minuto, até que o meio voltasse totalmente para a parte inferior do frasco. O tempo 

de imersão e a frequência foram controlados por temporizadores eletrônicos. O Sistema tipo 

frascos gêmeos BIT – modelo Embrapa
®
 foi constituído por dois frascos de 5 L cada, 

conectados por tubos de silicone; num dos frascos ficava estocado o meio de cultura e, no 

outro, o cultivo dos explantes, modelo similar ao sistema de frascos gêmeos-BIT, utilizado 

por Escalona et al. (1999), que foi desenvolvido por Teixeira (2002).  

Nesse sistema, a cada 6 horas o ar fornecido por um compressor foi esterilizado por 

filtro de membrana de 0,22 μm (Millipore), entrando no frasco que contém o meio de cultura 

e fazendo com que o líquido fosse transferido para o outro frasco que continha os explantes. 

Após 1 minuto de imersão, ocorreu a reversão do processo: o meio nutritivo retornava ao 

frasco original. A frequência e o tempo de imersão foram controlados por temporizadores 

eletrônicos. 

 

2.5. Enraizamento  

Para a L. filifolia (uma vez que para P. glomerata os brotos sob cultivo enraizaram 

com facilidade durante a multiplicação) as brotações não enraizadas durante o processo de 

multiplicação foram individualizadas, e, em seguida, inoculadas em frascos de vidro de 250 

mL de capacidade, contendo 50 mL de meio de cultivo, formado pelos sais e vitaminas de 

MS, acrescidos de 30 g.L
-1 

de sacarose. A esse meio de cultura foram testadas as auxinas AIB 

(ácido indolbutírico), AIA (ácido indolacético) e ANA (ácido naftalenacético), em diferentes 

concentrações: 0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 µM. O pH foi ajustado para 5,8± 0,1 antes da adição 

do agente gelificante Phytagel (2,5 g.L
-1

) e da esterilização por autoclavagem a realizada à 

121 ºC por 20 minutos e 1,3 atm de pressão.  

Na etapa de enraizamento os explantes de L. filifolia foram cultivados por até 150 dias, 

sendo ao final do cultivo avaliados quanto a sobrevivência (%), comprimento da parte aérea 

(cm), enraizamento (%), além da formação de calos na base do explante (%). As brotações 

que apresentaram calos tiveram seus calos classificados por meio de uma escala, que 

compreendeu: 1 (um): ausência de formação de calo; 3 (três): pouca formação de calo; 5 

(cinco): média formação de calo, e; 7 (sete): muita formação de calo. 

Nesse experimento, o delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 

quatro repetições por tratamento, sendo cada parcela constituída por cinco explantes.  
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2.6. Condições do cultivo in vitro 

Durante os experimentos de microestaquia e enraizamento os cultivos foram mantidos 

em sala de crescimento com temperatura de 25 ± 2 °C, fotoperíodo de 16 horas e radiação 

luminosa de 52 mol.m
-2

.s
-1

,
 
fornecida por lâmpadas LED (Philips - Green Power 20W 

60Hz). 

 

2.7. Aclimatização 

As plantas enraizadas foram removidas dos seus respectivos frascos de cultivo e 

lavadas em água corrente para eliminação do meio de cultura. O plantio foi realizado em 

copos plásticos de 500 mL de capacidade preenchidos com substrato comercial (Bioplant
®
). 

Os copos plásticos foram cobertos com sacos plásticos transparentes e individuais, furados na 

parte superior e fixados com uma liga de elástico.  

Após o plantio, as mudas foram pré-aclimatizadas por 30 dias em incubadora tipo 

B.O.D (Percival
®
) com temperatura de 25 ± 2 ºC, fotoperíodo de 16 horas e radiação luminosa 

de 20 µmol.m
-2

.s
-1

.  

Por fim, as plantas foram transferidas e mantidas por até 30 dias em casa de vegetação 

com cobertura de filme de polietileno transparente (150 micras), umidade relativa de 75 ± 5%, 

temperatura de 30 ± 3 ºC, luminosidade de 450–500 μmol.m
-2

.s
-1

 e fotoperíodo em torno de 

12 horas. As irrigações foram realizadas manualmente a cada 2 dias. Após a aclimatização, a 

sobrevivência (%) das plantas foi avaliada. 

 

2.8. Análise estatística 

Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo Teste 

de Scott-Knott a 5% de significância. O programa utilizado para realizar as análises 

estatísticas foi o Sisvar 4.4 (FERREIRA, 2011).  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Micropropagação de Pfaffia glomerata em diferentes sistemas de cultivo 

Os resultados referentes à propagação de P. glomerata em diferentes sistemas de 

cultivo encontram-se descritos na Tabela 1. Observou-se que, após 30 dias do cultivo in vitro, 

os explantes se desenvolveram eficientemente com a formação tanto de parte aérea quanto de 

raízes. Com relação a percentagem de sobrevivência, não foram verificadas diferenças 

significativas entre os sistemas de cultivo estudados, tendo os tratamentos em meio líquido 

atingido médias superiores a 95%.  

 

Tabela 1. Influência de cinco sistemas de cultivo in vitro na micropropagação de Pfaffia 

glomerata após 30 dias. 

Sistema 

de cultivo   

Sobrevivência 

(%) 

Altura  

PA (cm) 

Taxa de 

multiplicação 

Enraizamento 

(%) 

Semi-sólido 

 

87,5 ± 7,7a 7,7 ± 0,7 a 5,1 ± 0,2 a 97,5 ± 2,5 a 

Líquido estacionário 

 

95,0 ± 5,0a 7,4 ± 1,1 a 3,4 ± 0,2 b 98,0 ± 2,0 a 

Líquido agitação 

 

100,0 ± 0,0a 9,2 ± 0,7 a 4,0 ± 0,3 a 100,0 ± 0,0 a 

RITA
®

 

 

100,0 ± 0,0a 8,7 ± 0,8 a 4,1 ± 0,1 a 100,0 ± 0,0 a 

BIT 

 

100,0 ± 0,0a 4,1 ± 0,9 b 3,0 ± 0,5 b 62,7 ± 11,3 b 
Médias ± erro padrão seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 

5% de probabilidade. RITA
®
= Recipiente de Imersão Temporário Automatizado; BIT= Biorreator de Imersão 

Temporária (modelo Embrapa); PA= parte aérea.  

 

 Para as variáveis altura e percentagem de enraizamento, foi verificado para o cultivo 

em BIT media significativamente menor que as medias dos demais tratamentos. Já para a taxa 

de multiplicação, os tratamentos, semi-sólido, líquido sob agitação e RITA se destacaram com 

taxas médias entre 4,0 e 5,1, não diferindo estatisticamente entre si, mas sendo superiores aos 

demais sistemas de cultivo testados.  

Embora o sistema de cultivo líquido com agitação e o sistema de cultivo semi-sólido 

tenham sido estatisticamente iguais ao sistema de cultivo de imersão temporária RITA, este 

sistema de cultivo pode ser o mais recomendado, sobretudo para períodos de cultivo 

superiores a 30 dias, quando diferenças significativas entre os tratamentos poderão aparecer. 

A superioridade dos sistemas de cultivo líquido para altura, provavelmente esteja relacionada 

com o maior contato da superfície dos explantes e de suas raízes com o meio de cultivo, pois 

estes favorecem a absorção de água e assimilação de nutrientes do meio de cultura (ZIV, 

1995; BAQUE et al., 2012; SCHERWINSKI- PEREIRA et al., 2012).  
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Para a variável taxa de multiplicação, os tratamentos semi-sólido, líquido sob agitação 

e RITA
® 

se destacaram, com taxas médias entre 4,0 e 5,1, não diferindo estatisticamente entre 

si, mas sendo superiores aos demais sistemas testados.  

O sistema de imersão temporária apresenta mais vantagens quando comparado ao 

sistema semi-sólido,como a redução significativa dos custos com mão- de- obra, não há a 

necessidade de agentes solidificantes no meio de cultivo, o meio de cultivo pode ser removido 

sem a necessidade de se trocar o recipiente, maiores recipientes podem ser utilizados, maior 

quantidade de meio, a uniformização da produção de plantas, as repicagens podem ser 

reduzidas, a eliminação do estresse gasoso devido a constante renovação do ar do ambiente do 

frasco. Em comparação com o sistema de cultivo líquido com agitação, o material vegetal não 

permanece imerso continuamente no meio de cultura, prevenindo assim a hiperhidricidade 

nos brotos (TEIXEIRA, 2002).  

Para Watt (2012), o sistema de cultivo de imersão temporária é considerado simples e 

de fácil manipulação, aumentando a produção em larga escala podendo ser utilizado por 

varias espécies vegetais, dentre elas microtuberculos de batata (PEREZ et al., 1999); abacaxi 

(SILVA et al. 2007),além de diversas plantas medicinais (SAGAWA & KUNIZAKI,1989; 

ZHAO et al., 2012). No entanto não há relatos na literatura ateo momento sobre a propagação 

em larga escala de P. glomerata através do sistema de imersão RITA
®
, demonstrando a 

impotância do presente trabalho. 

Analisando-se comparativamente os resultados obtidos com o meio semi-sólido, 

resultados semelhantes foram obtidos durante a micropropagação de Pfaffia por Nicoloso et 

al. (1999)  no cultivo in vitro de P. glomerata, utilizando estacas iniciais de 1,0 cm. Flores et 

al. (2010) também desenvolveram um protocolo de propagação in vitro de P. glomerata por 

meio de segmentos nodais cultivados em meio semi-sólido. 

No presente estudo, a percentagem de enraizamento nos sistemas de cultivo semi-

sólido, líquido estacionário, liquido sob agitação e RITA
®
 demonstrou a eficiência na 

formação de raízes pela espécie, sem a necessidade de tratamentos específicos, tendo sido 

observado taxas de 100% de enraizamento dos explantes.  

O uso de auxinas ao meio de MS é um procedimento normalmente utilizado para o 

enraizamento. Entretanto, algumas espécies não necessitam da presença desses reguladores, 

apresentando resultados satisfatórios na indução de raízes. Alguns autores relatam elevado 

índice de enraizamento em meio de cultura, isento de auxina, durante o cultivo in vitro de 

plantas como P. glomerata, Tournefortia paniculata, Pothomorphe umbellata, Artocarpus 

atilis e Phyllanthus caroliniensis (NICOLOSO et al., 2001; PEREIRA et al., 2000; ROUSE- 
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MILLER e DUNCAN, 2000; CATAPAN et al., 2000; REDDY et al., 2001). De acordo com 

Pinto e Lameira (2001) isso pode ocorrer possivelmente devido ao elevado nível endógeno de 

auxinas nas plantas.  

Nesse contexto verifica-se que a micropropagação de P.glomerata produz plantas 

completas em sistemas de cultivo semi-sólido, líquido com e sem agitação e sistema de 

imersão temporária RITA
®
 sem a necessidade da adição de reguladores de crescimento para a 

indução de raízes. 

3.1.1. Efeito dos diferentes sistemas de cultivo in vitro na produção de massa 

fresca e seca 

Na Tabela 2 são apresentados os resultados referentes à influência dos diferentes 

sistemas de cultivo na produção de massa fresca e respectiva massa seca de P. glomerata.  

 

Tabela 2. Análise de massa fresca (MF) e massa seca (MS) de parte aérea (PA) e sistema 

radicular (RZ) de Pfaffia glomerata após 30 dias de cultivo in vitro. 

Sistema de cultivo 

 

MF PA (mg) MF RZ (mg) MS PA (mg) MS RZ (mg) 

Semi-sólido 

 

470,7 ± 99,7 a 58,4 ± 10,7 a 49,4 ± 8,8 a 10,1 ± 1,9 a 

Líquido estacionário 

 

316,3 ± 40,3 a 18,3 ± 6,1 a 28,1 ± 3,3 b 5,3 ± 1,5 a 

Líquido agitação 

 

640,9 ± 59,9 a 78,7 ± 33,9 a 53,8 ± 7,3 a 11,6 ± 3,4 a 

RITA
®

 

 

525,8 ± 110,3 a 53,2 ± 8,6 a 69,4 ± 12,0 a 11,2 ± 1,5 a 

BIT 

 

468,3 ± 50,9 a 61,4 ± 8,1 a 53,6 ± 7,2 a 11,9 ± 3,4 a 

Médias ± erro padrão seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 

5% de probabilidade. RITA
®
= Recipiente de Imersão Temporário Automatizado; BIT= Biorreator de Imersão 

Temporária (modelo Embrapa). 

 

De maneira geral, os tratamentos não diferiram estatisticamente, sendo igualmente 

eficientes na produção de matéria seca e fresca das plantas cultivadas in vitro, com exceção de 

massa seca da parte aérea para o tratamento líquido estacionário. 

Nicoloso e Erig (2002) relatam que segmentos basais proporcionam maior taxa de 

multiplicação e maior ganho de biomassa fresca e seca em Pfaffia glomerata. Entretanto, no 

presente trabalho o tipo de estaca não foi avaliado para ganho de massa seca e fresca das 

plantas. 

Em relação aos experimentos realizados em cultivo líquido estacionário e sob agitação 

foi observado que ambos os tratamentos não diferiram no ganho de biomassa fresca e seca das 

brotações em relação às demais, porém, apresentaram a formação de brotações com aparência 

hiperhídrica (Figura 2- B), fato não observado quando as mesmas foram cultivadas em meio 

semi-sólido (Figura 2- A) ou em qualquer dos biorreatores testados.  
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Figura 2. Planta de Pfaffia glomerata após 30 dias de cultivo em meio semi-sólido (A); 

Aspecto hiperhídrico de Pfaffia glomerata após 30 dias de cultivo em meio líquido com e sem 

agitação orbital (B) (Barra de escala= 1cm). 

 

De acordo com Hazarika (2006), o cultivo in vitro em meio líquido pode proporcionar 

desordens fisiológicas no material, pelo acúmulo de água no apoplasto das células. Segundo 

Teixeira (2002) e Etienne e Berthouly (2002), o ambiente favorável dentro dos frascos de 

cultivo dos biorreatores, especialmente quanto ao controle das imersões do meio nutritivo 

líquido, a diminuição de estresses mecânicos, proporcionado pela ausência de agitação, além 

da aeração são fatores que podem ter contribuído para a ausência de hiperhidricidade nos 

materiais cultivados nesses sistemas de cultivo. 

3.1.2. Aclimatização de Pfaffia glomerata 

 Após 30 dias de aclimatização, as plantas de P. glomerata, oriundas dos cinco 

sistemas de cultivo, testados nesse estudo, apresentaram diferenças estatísticas na taxa de 

sobrevivência (Tabela 3).  

Na análise da sobrevivência, verificou-se que o sistema de cultivo líquido sob 

agitação, o sistema de cultivo RITA
®
 e o sistema de biorreator de imersão temporária modelo 

Embrapa (BIT) não diferiram estatisticamente entre si. Nesses sistemas, as médias foram 

significativamente superiores aos demais sistemas de cultivo, com taxas de sobrevivência que 

atingiram até 100% das plantas aclimatizadas (Figura 3 A-D).
 
Adicionalmente, entre os 

biorreatores testados, também não foram observadas diferenças significativas para altura das 

plantas, após 30 dias de aclimatização, embora o número de folhas tenha sido 

significativamente maior para aquelas plantas oriundas do biorreator modelo Embrapa.  

A B 
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Tabela 3. Aclimatização de Pfaffia glomerata, após 30 dias de cultivo in vitro em diferentes 

sistemas de cultivo. 

Sistema de cultivo 

 

Sobrevivência Altura (cm) Nº Folhas 

Semi-sólido 

 

56,2 ± 12,8 b 10,1 ± 1,1 a 6,6 ±1,0 a 

Líquido estacionário 

 

62,5 ± 12,5 b 6,7 ± 0,6 b 4,6 ±0,4 b 

Líquido agitação 

 

93,7 ± 6,2 a 7,0 ± 0,6 b 5,0 ±0,3 b 

RITA
®

 

 

81,2 ± 10,07 a 11,6 ± 0,9 a 5,5 ±0,3 b 

BIT 

 

100,0 ± 0,0 a 12,5 ± 0,5 a 7,1 ±0,8 a 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. RITA
®
= Recipiente de Imersão Temporário Automatizado; BIT= Biorreator de Imersão 

Temporária (modelo Embrapa). 
 

 

 

 Figura 3. Mudas de Pfaffia glomerata após 30 dias de cultivo na fase de aclimatização, 

emdiferentes sistemas de cultivo. A) Regeneração em recipiente de imersão temporária 

automatizado RITA
®
; B) Regeneração em sistema de biorreator Embrapa (BIT); C) Detalhe 

das raízes adventícias formadas no processo; D) Aclimatização de mudas de Pfaffia 

glomerata oriundas da micropropagação dos sistemas de imersão temporária  (Barra de escala 

= 1 cm). 
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Na aclimatização, os brotos são transferidos do ambiente in vitro para o ambiente ex 

vitro, passando por importantes mudanças de cultivo, como a redução da umidade relativa do 

ar, novas condições naturais de luminosidade e a transição do metabolismo heterotrófico para 

o metabolismo autotrófico. Além disso, associadas às alterações anatômicas, bioquímicas e 

fisiológicas, tais como variações nas atividades fotossintéticas e na formação e funcionamento 

dos estômatos, tais fatores podem ser considerados limitantes para o estabelecimento e 

sobrevivência para muitas espécies de plantas (HOFFMANN, 2002).  

Flores et al. (2006) observaram que plantas micropropagadas de P. tuberosa durante a 

aclimatização se mostraram sensíveis as novas condições de umidade do ambiente, embora 

tais mudanças não tenham afetado a sobrevivência e a morfologia das plantas. Já Hoffmann et 

al. (2001) observaram em seu estudo com macieira que, após 20 dias de aclimatização, as 

plantas apresentaram uma queda de 85% na sobrevivência. Eles relataram que essa queda na 

sobrevivência foi causada possivelmente pela transição do metabolismo heterotrófico para o 

autotrófico das plantas nas novas condições de desenvolvimento.   

Diante dos resultados apresentados neste estudo, pôde-se observar que as plantas de 

P.glomerata multiplicadas e enraizadas in vitro apresentaram, de modo geral, uma alta taxa de 

sobrevivência ex vitro o que finaliza com eficiência todo o processo de micropropagação da 

espécie. 

3.2. Micropropagação de Lippia filifolia em diferentes sistemas de cultivo 

Os resultados referentes à propagação de L. filifolia em diferentes sistemas de cultivo 

encontram-se na Tabela 4. Nos resultados referentes à percentagem de sobrevivência dos 

explantes, não foram verificadas diferenças significativas entre os sistemas de cultivo semi-

sólido, líquido estacionário e agitação, além do biorreator (BIT) os quais apresentaram valores 

entre 82,1 e 100%. Ressalta-se que no sistema RITA
®
 a taxa de sobrevivência dos explantes 

foi a mais baixa entre os demais, com valores alcançando 30%. Este fato possivelmente esteja 

relacionado ao regime de imersão temporal do meio de cultura adotado, uma vez que boa 

parte dos explantes inoculados apresentaram-se ressecados nos primeiros dias de cultivo.  

Em relação ao comprimento da parte aérea (altura), o sistema de cultivo semi-sólido e 

RITA
®
 foram os proporcionaram os melhores resultados, com médias de  7,9 e 8,0 cm.

 

Resultados similares foram observados por Gupta et al. (2001), Peixoto et al. (2006), Costa et 

al. (2007) e Asmar et al. (2012), durante o cultivo in vitro de plantas do gênero Lippia em 

meio semi-sólido. No presente estudo, foi possível observar uma distinção na altura dos 

brotos durante o processo de multiplicação in vitro, uma vez que, em alguns casos, 

especialmente em meio líquido estacionário ou agitação, o alongamento dos entrenós foi 
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significativamente reduzido, levando à formação de brotos com aspecto anormal (Tabela 4 e 

Figura 4 C-D). 

 

Tabela 4. Efeito dos diferentes sistemas de cultivo na micropropagação de Lippia filifolia 

após 30 dias de cultivo in vitro. 

Sistema 

de cultivo   

Sobrevivência 

(%) 

Altura  

(cm) 

Taxa de 

multiplicação 

Enraizamento 

(%) 

Semi-sólido 

 

95,0 ± 3,0 a 7,9 ± 0,9 a 9,7 ± 1,9 b 0,0 ± 0,0 a 

Líquido estacionário 

 

100,0 ± 0,0 a 3,0 ± 0,0 b 1,0 ± 0,0 c 0,0 ± 0,0 a 

Líquido agitação 

 

100,0 ± 0,0 a 3,0 ± 0,0 b 1,0 ± 0,0 c 0,0 ± 0,0 a 

RITA
®

 

 

30,0 ± 3,0 b 8,0 ± 1,0 a 38,7 ± 2,0 a 0,0 ± 0,0 a 

BIT 

 

82,1 ± 16,5a 3,3 ± 0,7 b 11,8 ± 2,8 b 0,0 ± 0,0 a 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. RITA
®
= Recipiente de Imersão Temporário Automatizado; BIT= Biorreator de Imersão 

Temporária (modelo Embrapa). 

 

 

No entanto, apesar de apresentar uma baixa taxa de sobrevivência em comparação aos 

demais sistemas, quando se avaliou a taxa de multiplicação, a maior média foi obtida no 

sistema de cultivo RITA
®
 que proporcionou taxas de 38,7 brotos, valores significativamente 

superiores aos demais sistemas de cultivo testados (Figura 4 E-F).  

Os sistemas de cultivo líquido estacionário e agitação apresentaram taxas de 

multiplicação de 1,0 com nítidas anormalidades morfológicas nos explantes, o que sugere não 

serem sistemas adequados para a multiplicação in vitro de Lippia. Segundo Scherwinski- 

Pereira e Fortes (2003), o contato contínuo de brotos de algumas espécies com o meio de 

cultura líquido pode gerar estresse hidrodinâmico, tornando os explantes entumecidos, 

levando-os à morte. Nascimento et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes no cultivo in 

vitro em meio líquido de Jacaranda decurrens. 

Quanto à formação de plantas com o sistema radicular, nenhum dos tratamentos 

proporcionou o desenvolvimento de raízes nas brotações, sugerindo a necessidade de uma 

etapa complementar de enraizamento. Esses resultados diferem dos resultados obtidos por 

Gupta et al. (2001) nos experimentos de micropropagação de Lippia alba que obtiveram 

100% de  formação de raízes sem o uso de reguladores de crescimento em meio de cultura de 

MS.  
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Figura 4. Aspectos morfológicos de Lippia filifolia nos diferentes sistemas de cultivo in vitro 

avaliados, após 30 dias de cultivo A) cultivo em meio semi-sólido; B) cultivo em sistema de 

biorreator de frascos gêmeos (BIT); C) meio líquido com agitação orbital; D) meio líquido 

sem agitação orbital (Barra de escala = 2 cm); E) cultivo em recipiente de imersão temporária 

utomatizado (RITA
®
); F) Multibrotações após o cultivo em recipiente de imersão temporária 

automatizado (RITA
®

) (Barras = 1 cm).  

 

3.3. Enraizamento in vitro de Lippia filifolia  

Na Tabela 5, estão apresentadas as médias de percentagem de sobrevivência e altura 

das plantas regeneradas em meio semi-sólido de MS, referentes ao uso do ácido 3-

indolacético (AIA), ácido indolbutírico (AIB), e do ácido naftaleno acético (ANA), em 

diversas concentrações.  

  Para a porcentagem de sobrevivência, verificou-se que os resultados entre os 

tratamentos, de modo geral, não apresentaram diferenças significativas com médias superiores 

a 65% aos 150 dias. No entanto, os tratamentos contendo 0,1; 1,0; 5,0 μM de AIA e 5,0 μM de 

ANA apresentaram as menores taxas de sobrevivência com médias 50,0; 52,6; 45,0 e 37,5%, 

respectivamente.  Foi verificado também, que as plantas do tratamento controle apresentaram 

A B 

E F 

D C 
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a maior taxa com 100% de sobrevivência ao longo dos 150 dias de cultivo. Quanto à altura 

das brotações, verificou-se que os melhores resultados foram obtidos nos tratamentos 

controle, 0,5 e 2,5 μM de AIA com médias 7,0; 6,2 e 5,9 cm aos 150 dias (Tabela 5).  

 

Tabela 5. Análise da sobrevivência e altura da parte aérea, em Lippia filifolia na fase de 

enraizamento in vitro sob diferentes concentrações das auxinas ácido 3- indolatético 

(AIA), ácido indolbutírico (AIB), ácido naftaleno- acético (ANA). 

 

Auxina 

 

Concentração 

μM  

  Tempo de cultivo (dias) 

  30 90 150 

Sobrevivência (%) 

Controle 0,0 
 

100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 

AIA 

0,1 
 

75,0±9,9 bA 52,6±11,5 aA 50,0±11,5 bA 

0,5 
 

100,0±0,0 aA 75,0±9,9 aB 75,0±9,9 aB 

1,0 
 

100,0±0,0 aA 65,0±10,9 aB 52,6±9,9 bB 

2,5 
 

100,0±0,0 aA 75,0±10,5 aB 75,0±10,5 aB 

5,0 
 

75,0±9,9 bA 65,0±10,9 aA 45,0±11,5 bB 

AIB 

0,1 
 

80,0±8,9 bA 75,0±10,4 aA 75,0± 10,0 aA 

0,5 
 

100,0±0,0 aA 75,0±10,0 aB 75,0± 10,0 aB 

1,0 
 

100,0±0,0 aA 90,0±7,0 aA 82,5± 8,0 aA 

2,5 
 

100,0±0,0 aA 75,0±10,0 aB 75,0± 10,0 aB 

5,0 
 

100,0±0,0 aA 75,0±10,0 aB 75,0 ±10,0 aB 

ANA 

0,1 
 

75,0±9,0 bA 75,0±10,0 aA 65,0±10,0 aA 

0,5 
 

80,0± 9,2bA 75,0±10,0 aA 75,0±10,0 aA 

1,0 
 

75,0±10,0 bA 75,0±10,0 aA 75,0±10,0 aA 

2,5 
 

75,0±10,0 bA 75,0±10,0 aA 75,0± 10,0 aA 

5,0   100,0±0,0 aA 75,0±10,0 aB 37,5± 9,9 bC 

Altura (cm) 

Controle 0,0 
 

3,0±0,0 bB 4,0±0,0 aB 7,0±0,0 aA 

AIA 

0,1 
 

2,8±0,4 bA 2,8±0,4 aA 3,4±1,0 dA 

0,5 
 

4,0±0,4 aB 4,0±0,4 aB 6,2±0,0 aA 

1,0 
 

3,9±0,0 aB 3,6±0,2 aB 5,2± 0,0 bA 

2,5 
 

4,0±0,4 aB 4,0± 0,4 aB 5,9±0,0 aA 

5,0 
 

2,8±0,4 bA 2,8±0,4 aA 3,4±1,0 dA 

AIB 

0,1 
 

3,2±0,4 bB 4,0±0,4 aB 4,9±1,0 bA 

0,5 
 

4,0±0,4 aA 4,0±0,4 aA 4,2±1,0 cA 

1,0 
 

4,0±0,4 aB 4,0±0,4 aB 5,6±1,0 bA 

2,5 
 

4,0±0,4 aB 4,0±0,4 aB 5,0±1,0 bA 

5,0 
 

4,0±0,4 aB 4,0±0,4 aB 5,0±1,0 bA 

ANA 

0,1 
 

2,5±0,3 bA 3,2±0,0 aA 3,8±1,0 cA 

0,5 
 

3,5±0,1 aA 3,5±0,1 aA 4,4±1,0 cA 

1,0 
 

3,6±0,2 aA 3,6±0,2 aA 4,3±0,3 cA 

2,5 
 

3,5±0,1 aA 3,7±0,0 aA 4,1±1,0 cA 

5,0   3,9 ±0,0 aA 4,0±0,4 aA 4,0±0,4 cA 

Médias± erro padrão seguidas pela mesma letra (minúscula para vertical e maiúscula na horizontal), não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 Segundo Ford et al. (2001), algumas espécies quando em contato com auxina 

exógena no meio de cultivo apresentam aumento no seu nível de AIA endógeno, tendo ação 

inicialmente nos meristemas primário e secundário causando o alongamento celular. Com 

isso, os níveis de auxina endógena são reduzidos antes da formação das raízes, dificultando 
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assim, as chances de enraizamento. Em contrapartida, no presente trabalho o uso de AIA 

exógeno causou a redução do crescimento em altura. Segundo Salisbury & Ross (1991), 

durante o desenvolvimento de raízes in vitro, a adição de auxinas exógenas no meio de cultivo 

pode ser responsável pela redução do crescimento das plantas, pois as auxinas estimulam a 

síntese de etileno. Na Tabela 6, são apresentados os resultados referentes à percentagem de 

plantas com formação de raiz e calo na base dos explantes. 

 

Tabela 6. Formação de raízes e calos na fase de enraizamento in vitro em Lippia filifolia sob 

diferentes concentrações das auxinas ácido 3- indolatético (AIA), ácido indolbutírico 

(AIB), ácido naftaleno- acético (ANA). 

 

 
Concentração 

μM 

  Tempo de cultivo (dias) 

  30 90 150 

Brotações com raízes (%) 

Controle 0,0 
 

0,0±0,0 aA 0,05±0,0 aA 0,05±0,0 aA 

AIA 

0,1 
 

0,0±0,0 aA 0,05±0,0 aA 0,1±0,0 aA 

0,5 
 

0,0±0,0 aB 0,0±0,0 aB 0,05±0,0 aA 

1,0 
 

0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 0,05±0,0 aA 

2,5 
 

0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 0,05±0,0 aA 

5,0 
 

0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 0,05±0,0 aA 

AIB 

0,1 
 

0,0±0,0 aA 0,05±0,0 aA 0,05±0,0 aA 

0,5 
 

0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 0,05±0,0 aA 

1,0 
 

0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 

2,5 
 

0,0±0,0 aB 0,0±0,0 aB 0,1±0,0 aA 

5,0 
 

0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 

ANA 

0,1 
 

0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 0,05±0,0 aA 

0,5 
 

0,0±0,0 aB 0,0±0,0 aB 0,1±0,0 aA 

1,0 
 

0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 

2,5 
 

0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 

5,0   0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 0,0±0,0 aA 

Calo (%) 

Controle 0,0 
 

0,0±0,0 cA 0,0±0,0 dA 0,0±0,0 eA 

AIA 

0,1 
 

65,0±10,8 bA 75,0±9,9 bA 75,0±9,9 bA 

0,5 
 

100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 

1,0 
 

95,0±5,0 aA 95,0±5,0 aA 95,0±5,0 aA 

2,5 
 

100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 

5,0 
 

75,0±9,9 bA 75,0±9,9 bA 75,0±9,9 bA 

AIB 

0,1 
 

5,0±5,0 cA 25,0±9,9 cA 25,0±9,9 dA 

0,5 
 

65,0±10,9 bA 75,0±9,9 bA 75,0±9,9 bA 

1,0 
 

75,0±9,9 bA 70,0±10,5 bA 70,0±10,5 bA 

2,5 
 

100,0±0,0 aA 75,0±9,9 bB 75,0±9,9 bB 

5,0 
 

95,0±5,0 aA 70,0±10,5 bB 70,0±10,5 bB 

ANA 

0,1 
 

0,0±0,0 cB 65,0±10,9 bA 65,0±10,9 cA 

0,5 
 

50,0±11,5 bB 75,0±9,9 bA 75,0±9,9 bA 

1,0 
 

50,0±11,5 bB 75,0±9,9 bA 75,0±9,9 bA 

2,5 
 

75,0±9,9 bA 75,0±9,9 bA 75,0±9,9 bA 

5,0   95,0±5,0 aA 75,0±9,9 bA 50,0±11,5 cB 

Médias± erro padrão seguidas pela mesma letra (minúscula para vertical e maiúscula na horizontal), não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

Quanto ao percentual de enraizamento in vitro verificou-se que, de modo geral, a 

adição de auxinas no meio de cultivo, não promoveu melhoras significativas na indução da 

rizogênese. De maneira geral, foi verificada baixa percentagem de formação de calo na base 
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das plantas, exceto nas concentrações 1,0; 2,5; 5,0 de AIA e 5,0 de ANA (Tabela 6) (Figura 

5). 

Para Alvarenga & Carvalho (1983) as concentrações excessivas de auxina podem 

inibir o crescimento das raízes e brotações, causar o amarelecimento, necrose ou até mesmo a 

morte das estacas. Já Hartmann et al. (2002) ressaltam que o uso de concentrações de auxina 

abaixo do nível ideal pode não proporcionar a formação de raízes adventícias. Conforme 

verificado no presente trabalho, os autores Capote et al. (1999), Juliani Junior et al. (1999) e 

Moreno et al.  (2013) também observaram dificuldades no enraizamento in vitro das espécies 

pertencentes ao gênero Lippia mesmo com a utilização de diferentes tipos e concentrações de 

auxinas no meio de cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. A) Aspecto geral de um explante de Lippia filifolia sob enraizamento in vitro; B) 

Detalhe de um explante que não respondeu á rizogênese; C) Explante com formação de raiz; 

D) Explantes com formação de calo (Barra de escala = 2 cm). 
 

 

Sousa et al. (2007), relatam que o desenvolvimento radicial é influenciado por 

diversos fatores entre eles destacam-se a idade e o genótipo da planta matriz, a quantidade de 
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auxina endógena, o uso de reguladores de crescimento, o meio de cultura com ou sem carvão 

ativado. Esses fatores estando associados ou não podem favorecer o processo de rizogênese in 

vitro (DAVIS et al., 1988).  

Segundo Lima et al. (2007), a idade da planta matriz pode vir a influenciar a fase de 

indução do sistema radicular, independente da concentração de reguladores de crescimento. 

As estacas repicadas de plantas mais velhas são mais difíceis de enraizar que as estacs 

provenientes de plantas mais jovens (GREENWOOD et al., 1991).   

Pasqual (2001) relata que a dificuldade de enraizamento de plantas pode ser resolvida 

durante o processo de micropropagação, por meio da realização de subculturas contínuas, que 

segundo os autores, resultam no rejuvenescimento dos tecidos, aumentando, assim, a 

capacidade das plantas enraizarem. No entanto, no presente trabalho embora tenham sido 

feitos subcultivos contínuos, não foi verificado o aumento na capacidade das plantas 

enraizarem.  

Resultados similares aos do presente trabalho foram observados por Mccown (1988) 

que relata em seu estudo que algumas espécies lenhosas passaram por elevados números de 

subculturas e não obtiveram a formação de raízes in vitro. 

Assis e Teixeira (1998) relatam em seu estudo que além da juvenilidade dos explantes 

o genótipo também é importante, pois atua diretamente no enraizamento in vitro, devido os 

fatores genéticos que podem estar ligados diretamente ou indiretamente à capacidade de 

determinadas espécies desenvolver ou não raízes.  

Diferentemente dos resultados apresentados no presente estudo, Pinto & Lameira 

(2001), relatam que o meio de cultura de MS com metade das concentrações de sais podem 

permitir melhores resultados no enraizamento de plantas in vitro. De acordo com Mccown 

(1988) a alta concentração de sais que compõem o meio básico de cultivo de MS, mesmo com 

a presença de auxinas, pode vir a inibir o desenvolvimento de raízes in vitro. 

Outro fator que vem sendo relatado na literatura para a melhoria do processo de 

formação de raízes de plantas cultivadas in vitro é a suplementação do meio de cultura com 

carvão ativado. Para Grattapaglia & Machado (1990), o carvão ativado simula a condição de 

escuro para a etapa de enraizamento in vitro, além de possuir efeito diluídor, retendo parte dos 

compostos fenólicos que podem inibir o crescimento e desenvolvimento vegetal.  

Segundo Salisbury e Roos (1991), o carvão ativado no meio de cultura absorve os 

reguladores de crescimento do meio de cultivo, reduzindo assim a síntese de etileno, causada 

pelas auxinas, que de forma geral, estimula a produção deste composto, que afeta o processo 

de alongamento das raízes. 
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Alguns autores ressaltam que o meio de cultivo suplementado com a auxina ANA 

induz com maior frequência a formação de calos na base das plantas, embora o AIA e o AIB 

também possam vir a causar o mesmo efeito durante o processo de formação de raízes in 

vitro. No entanto, os mesmos autores relatam que são indesejáveis a formação de calos nessa 

etapa, visto que podem interferir no funcionamento do sistema radicular comprometendo 

assim a aclimatização das plantas e o completo desenvolvimeto do protocolo de 

micropropagação (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; COMPTON et al., 2001).  

Na aclimatização, foi verificado que independentemente do tratamento testado durante 

o enraizamento in vitro, nenhuma planta de L. filifolia sobreviveu ao processo, bem 

possivelmente devido a ausência de um sistema radicular completo (Figura 6). De acordo com 

Haase (2008), plantas que apresentam sistema radicular completo sobrevivem melhor do que 

aquelas que possuem sistema radicular inferior, principalmente nas primeiras semanas de 

cultivo, quando as condições de estresse provocado pela mudança de ambiente in vitro para ex 

vitro podem comprometer o estabelecimento das plantas acarretando, dificuldade na 

sobrevivência das mesmas. 

 

 

 

Figura 6.  Aclimatização de mudas de Lippia filifolia provenientes do cultivo in vitro com 

diferentes tipos e concentrações de auxinas após 30 dias. A) Plantas enraizadas em substrato 

após 1 dia de transferência; B) Plantas  aclimatizadas após 30 dias da transferência (Barra de 

escala = 2 cm). 
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4. CONCLUSÕES  

- Biorreatores de imersão temporária podem otimizar a multiplicação in vitro de 

plantas de P. glomerata pois melhoram de maneira geral o processo de propagação, 

especialmente aqueles relacionados como a taxa de multiplicação e altura de plantas; 

- Entre os biorreatores de imersão temporária, o modelo RITA
®
 é o que se mostra mais 

eficiente para a multiplicação de P.glomerata, inclusive para a formação de plantas enraizadas 

ao final do processo; 

- Plantas de P. glomerata produzidas em sistemas de biorreatores modelo Embrapa 

apresentam índices de sobrevivência de até 100% na aclimatização;  

- A micropropagação in vitro de L. filifolia se mostra viável em biorreator de imersão 

temporário modelo RITA
®
, com índices de multiplicação do material em cultivo de cerca de 

três vezes superior ao sistema convencional (semi-sólido);  

- O cultivo in vitro de L. filifolia em meio de cultura líquido estacionário ou agitação 

induz a formação de brotações com variações morfológicas anormais, o que resulta numa 

baixa taxa de multiplicação; 

- Plantas micropropagadas de L. filifolia apresentam baixa taxa de enraizamento in 

vitro sugerindo que novos estudos devam ser realizados com as plantas oriundas do campo 

para otimizar essa etapa; 

 - Plantas de L.filifolia micropropagadas e desprovidas de raízes não sobrevivem 

durante a fase de aclimatização.  
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CAPÍTULO 2 

CONSERVAÇÃO IN VITRO DE Pfaffia glomerata e Lippia filifolia COM 

ÊNFASE AO USO DE ÓLEO MINERAL 
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RESUMO 

A estratégia de conservação de plantas medicinais sob condições in vitro via banco de 

germoplasma é uma alternativa viável para garantir a preservação de germoplasma para 

utilização futura. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi desenvolver e aperfeiçoar 

estratégias de conservação in vitro dessas espécies, com ênfase ao uso do óleo mineral. Como 

explantes, foram utilizados segmentos nodais de P. glomerata e L. filifolia já estabelecidas in 

vitro. Num primeiro experimento, os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio 

(15 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de MS e submetidos aos seguintes tratamentos: 1) 

cobertos completamente com óleo mineral; 2) cobertos completamente com água destilada e 

autoclavada, e; 3) desprovidos de cobertura (controle). Adicionalmente, testou-se a influência 

do uso de um ou dois explantes por tubo de ensaio. Neste experimento, a avaliação referente a 

sobrevivência (%) e altura de plantas (cm) foi realizada após 120 dias. A partir dos resultados 

obtidos no primeiro experimento, um segundo experimento foi montado para avaliar 

diferentes volumes de óleo mineral (5,10 e 15 mL) sobre os explantes, combinados com 

diferentes temperaturas (15°, 20°, 25°C) de conservação. Neste experimento, além das 

avaliações referentes a sobrevivência (%) e altura de plantas (cm), também foram realizadas 

análises anatômicas e histoquímicas nos propágulos conservados. As avaliações foram 

realizadas por até 360 dias. Para ambos os experimentos, o delineamento utilizado foi o 

interiamente casualizado com 12 repetições, sendo cada repetição formada por um tubo de 

ensaio. Como resultado, verificou-se que no primeiro experimento, ambas as espécies 

apresentaram as maiores percentagens de sobrevivência e o menor crescimento dos 

propágulos quando mantidas sob óleo mineral, comparativamente aos demais tratamentos 

utilizados. Já no experimento onde se avaliou os diferentes volumes de óleo mineral 

combinados com diferentes temperaturas de conservação, verificou-se que a P. glomerata 

pôde ser mantida por até 360 dias sob temperatura de 15°C e imersa sob óleo mineral, com 

sobrevivência média acima de 90%. Já para L. filifolia a taxa de sobrevivência foi menor, com 

média de 24,9% na temperatura de 15°C, após os 360 dias de conservação. Anatomicamente e 

comparando-se ao tratamento controle, as folhas de P. glomerata sob 5 mL de óleo mineral 

apresentaram-se espessas, com células do parênquima do tipo paliçádico. As células do 

mesofilo apresentaram arranjo compacto com poucos espaços intercelulares, enquanto no 

tratamento com 15 mL de óleo mineral, as células da epiderme e do mesofilo foram mais 

volumosas com paredes celulares delgadas. O caule das plantas sob óleo mineral, não 

apresentaram fistula, diferentemente daquelas do controle Já para a L. filifolia no tratamento 

com 5 mL de óleo mineral, o mesofilo apresentou parênquima clorofiliano com células 
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paliçádicas. Nesta espécie foi verificada a presença de tricomas em ambas as faces 

epidérmicas. No tratamento com 10 mL de óleo mineral foi possível observar um desarranjo 

das células que compõe o cilindro vascular, com células adjacentes aos feixes vasculares. As 

plantas conservadas em 15 mL de óleo mineral apresentaram epiderme espessa e mesofilo 

com células volumosas com vários espaços intercelulares. No caule, os tratamentos com óleo 

mineral apresentaram células de maior volume quando comparados com o controle. No 

tratamento com 5 mL, as células do córtex apresentaram formato alongado e vários espaços 

intercelulares, com feixes vasculares menores. Histoquimicamente evidenciou-se que 

polissacarídeos neutros e as proteínas foram aparentes como material de reserva nas folhas e 

no caule das duas espécies, em geral àquelas mantidas sob as maiores quantidades de óleo 

mineral. 

 

Palavras-chave: conservação de germoplasma; óleo mineral; temperatura.  
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil é detentor de uma rica biodiversidade e faz uso de sua flora como fonte de 

produtos terapêuticos. Porém, visando estabelecer a conservação da flora medicinal, a 

qualidade, eficácia e segurança das plantas medicinais comercializadas, o Brasil criou um 

conjunto de resoluções e portarias e determinou a implantação da Política Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos destacando-se a Relação Nacional de Espécies Medicinais de 

interesse ao Sistema Único de Saúde (SUS), que traz o incentivo a pesquisa e o 

desenvolvimento de plantas medicinais e fitoterápicas (BRASIL, 2006).  

Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen pertence à família Amaranthaceae e ao gênero 

Pfaffia, que apresenta cerca de 33 espécies distribuídas nas Américas Central e do Sul. Dessas 

33 espécies, 21 ocorrem no Brasil que é considerado um centro de origem da espécie. Trata-se 

de um sub- arbusto (relativamente alto, atingindo até 2 metros de altura). Popularmente a P. 

glomerata é conhecida como ginseng brasileiro. O interesse comercial da espécie está nas 

raízes tuberosas que possuem substâncias com propriedades medicinais. Essas substâncias 

atuam na inibição do crescimento de células cancerígenas, antidiabétes e tônico afrodisíaco 

(NISHIMOTO et al., 1986; CORTEZ et al., 1998; MONTANARI et al., 1999). Esta espécie 

vem sendo objeto de estudo devido aos seus efeitos antinflamatório, analgésico, sendo esses 

efeitos ocasionados provavelmente devido a ecdisterona, rubrosterona presente em suas raízes 

(SHIOBARA et al., 1993). 

Lippia filifolia Mart & Schauer and Schauer pertence á família Verbenaceae e ao 

gênero Lippia. Apresenta cerca de 200 espécies distribuídas no Brasil, Paraguai, Argentina e 

África. O Brasil possui cerca de 75% da diversidade das espécies do gênero,  sendo 

considerado centro de diversidade a Cadeia do Espinhaço em Minas Gerais e a Chapada 

Diamantina na Bahia (PIMENTA et al., 2013). Os Campos rupestres e Cerrados do Brasil são 

considerados regiões de alto endemismo (VICCINI et al., 2005). Popularmente as espécies do 

gênero são conhecidas como erva-cidreira, erva-cidreira do campo, alecrim do mato e alecrim 

do campo (JULIÃO et al., 2003). O interesse econômico pelas espécies de Lippia está na 

propriedade medicinal e aromática dos compostos biológicos ativos, usados na medicina 

tradicional no tratamento anti- termico e no combate da insônia e da asma (GOMES et al., 

1993; PASCUAL et al., 2001). 

Contudo, grande parte da produção de plantas medicinais nativas é obtida por 

extrativismo severo e descontrolado, estando elas sujeitas a sofrer erosão genética, 

dificultando a obtenção de matéria-prima para suprir a demanda pela indústria fitoterápica 

(CAMILO et al., 2009). Sendo assim, a conservação in vitro pode representar uma garantia da 
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conservação de genótipos de importância econômica (SCHERWINSKI- PEREIRA et al., 

2010). 

A estratégia de conservar plantas medicinais in vitro é de grande importância para 

evitar perdas biológicas de espécies com importância econômica em razões de fatores como 

degradação ambiental ou ataque por pragas, assegurando a manutenção das espécies, e 

garantir a integridade genética para uso atual e futuro como fonte de variabilidade (NASSAR, 

2003).   

A conservação in vitro baseia-se no cultivo de plantas fora do seu habitat natural e 

pode ser feita em laboratório por meio de técnicas da cultura de tecidos vegetais 

(ENGELMANN, 1991).  O método de crescimento mínimo por meio da redução do 

metabolismo celular da planta tem sido amplamente utilizado, uma vez que é possível 

aumentar ao máximo o espaço de tempo entre cada subcultivo (SARASAN et al., 2006). Para 

tanto, alterações no ambiente de cultivo, como o uso de baixas temperaturas, baixa 

intensidade luminosa, meio de cultura com baixa concentração de sais, o uso de agentes 

osmóticos ao meio de cultura e o uso de uma camada de óleo mineral sobre o explante, torna-

se necessário para a redução do crescimento (WHITERS & WILLIANS, 1998).  

O uso do óleo mineral foi relatado pela primeira vez por Caplin em 1959, sobre raízes 

de cenoura, com o objetivo de armazenar esse material vegetal, com a vantagem de possuir 

um custo relativamente baixo e sem a demanda por equipamentos caros (ENGELMANN, 

1997). A submersão dos materiais em óleo mineral reduz o crescimento dos explantes pela 

falta de disponibilidade de oxigênio, proporcionando num maior intervalo entre os subcultivos 

(CAPLIN, 1959). No entanto, apesar de já ter sido citada em outros trabalhos (AUGEURUS, 

1986; SHARMA et al., 2012;) ainda são reduzidas ou mesmo inexistentes estudos mais 

aprofundados sobre os efeitos do Óleo mineral sobre possíveis alterações histoquímcias ou 

anatômicas, fatores preponderantes para melhor conhecimentos sobre o uso desta substância 

em protocolos de conservação in vitro de recursos genéticos de plantas.   

Apesar do conhecimento das propriedades medicinais de P. glomerata 

(MONTANARI et al., 1999) e L. filifolia (GUPTA et al., 2001) as informações científicas a 

respeito da morfologia, anatomia e a histoquímica das espécies conservadas in vitro através 

do uso do óleo mineral ainda é escasso. Dessa forma, o presente trabalho objetivou 

desenvolver e aperfeiçoar estratégias de conservação in vitro de P. glomerata e L. filifolia, 

com ênfase no uso de óleo mineral e caracterizar anatomicamente e histoquimicamente as 

espécies após o período de conservação. 



64 
 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Local de realização dos experimentos 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos II (LCT-II) da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasília – DF. 

 

 

2.2. Material Vegetal  

Os explantes iniciais de Lippia filifolia e Pfaffia glomerata foram obtidos da Coleção 

de Germoplasma in vitro da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília, DF. Os 

acessos utilizados foram o CCG 150 de Pfaffia glomerata e o CCG 46 de Lippia filifolia. 

 

2.3. Influência do óleo mineral na conservação in vitro de Lippia filifolia e Pfaffia 

glomerata 

O experimento de conservação foi realizado a partir da inoculação de segmentos 

nodais de aproximadamente 1,0 cm de comprimento, provenientes de L. filifolia e P. 

glomerata cultivadas in vitro. Para tanto microestacas das duas espécies foram inoculadas em 

tubos de ensaio (25 x 150 mm), contendo 10 mL de meio de cultivo semi-sólido. 

Nesse experimento o meio nutritivo teve a composição de sais e vitaminas de MS 

(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 30 g.L
-1 

de sacarose. O pH foi ajustado para 

5,8 ± 0,1 antes da adição do agente gelficante Phytagel (2,5 g.L
-1

) e a esterilização realizada 

por autoclavagem realizada à 121° C por 20 minutos e 1,3 atm de pressão. 

Todo o processo de inoculação dos explantes foi realizado em condições assépticas de 

câmara de fluxo laminar. 

Para cada espécie foram testados seis tratamentos, sendo: 1) tubos com óleo mineral (o 

óleo mineral foi autoclavado e, logo após o resfriamento, em cada tubo foi colocado 5 mL de 

óleo mineral sobre o explante, por meio de micropipeta, cobrindo completamente o explante); 

2) tubos de ensaio com água destilada (a água destilada foi autoclavada e, logo após o 

resfriamento, foi colocado 5 mL de água destilada e autoclavada cobrindo completamente o 

explante), e; 3) tubos de ensaio apenas com o meio de cultura (controle).   Adicionalmente, 

neste experimento também foi avaliada a influência do número de microestacas por 

recipientes, por meio da inoculação de 1 ou 2 explantes por tubo de ensaio. 
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 Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 ± 2°C 

fotoperíodo de 16 horas e radiação luminosa de 52 mol.m
-2

.s
-1

,
 
fornecida por lâmpadas LED 

(Philips - Green Power 20W 60Hz). 

As avaliações foram feitas após 30, 60, 90 e 120 dias, observando a percentagem de 

sobrevivência, altura das brotações (cm) e formação de raízes.  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em fatorial 2x3 (número de 

explantes por tubo de ensaio x tratamento com óleo mineral), com 12 repetições por 

tratamento. Cada repetição foi formada por um tubo de ensaio por tratamento.   

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas 

pelo Teste de Scott-Knott a 5%. O programa utilizado para realizar as análises estatísticas foi 

o Sisvar 4.4 (FERREIRA, 2011). 

 

2.4. Efeito do óleo mineral e da temperatura na conservação in vitro de Lippia 

filifolia e Pfaffia glomerata  

Uma vez obtidos os resultados do experimento anterior (item 2.3), um novo 

experimento foi montado, com o objetivo de ajustar e melhorar o protocolo de conservação 

utilizando óleo mineral. Para tanto, utilizaram-se segmentos nodais de aproximadamente 1,0 

cm de comprimento, provenientes de Lippia filifolia e Pfaffia glomerata cultivadas in vitro. 

Em seguida, duas microestacas foram inoculadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm), 

contendo 10 mL de meio de cultivo semi-sólido. 

Neste experimento, foram analisados tratamentos com quatro diferentes volumes de 

óleo mineral. Para tanto, os explantes foram submersos por 5, 10 e 15 mL de óleo mineral, de 

forma a cobrir completamente o explante. Fez parte do experimento também o tratamento 

controle, sem adição de óleo mineral onde os tubos de ensaio foram mantidos apenas com o 

meio de cultura.   

Todos os tratamentos foram submetidos a três temperaturas em câmara incubadora 

tipo B.O.D (Percival), sob diferentes temperaturas: 15 °C, 20 °C, 25 °C. O fotoperíodo foi de 

12 horas e radiação luminosa de 20 mol.m
-2

.s
-1

,
 
fornecida por lâmpadas fluorescentes 

brancas. 

As avaliações foram feitas a cada 30 dias por um período de até 360 dias, observando 

a sobrevivência (%), altura dos brotos (cm). 

Neste experimento adotou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, 

com doze tratamentos (3 temperaturas de conservação x 4 volumes de óleo mineral). Cada 

repetição foi formada por um tubo de ensaio (25x150mm), com dois explantes cada. 
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Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas 

pelo Teste de Scott-Knott a 5%. O programa utilizado para realizar as análises estatísticas foi 

o Sisvar 4.4 (FERREIRA, 2011).  

 

2.5. Análise anatômica e histoquímica de Pfaffia glomerata e Lippia filifolia 

conservadas in vitro sobre efeito do óleo mineral  

 

2.5.1 Análise anatômica 

Para a análise anatômica das plantas de P. glomerata e L. filifolia desenvolvidas após 

360 dias de conservação em óleo mineral sob temperatura de 15°C, amostras de ápices 

caulinares (2° nó) e folhas de cada tratamento (5, 10, 15mL e controle) foram utilizadas. Para 

tanto amostras foram fixadas em FAA 70 (Formaldeído, ácido acético, etanol 70% em razão 

de 1:1:18 v/v) por 48 horas (JOHANSEN, 1940). Em seguida, as amostras foram desidratadas 

em série etílica crescente (70-100%), por um período de uma hora cada (sob vácuo); e 

infiltradas em historesina (Leica
®

), de acordo com as normas do fabricante. Posteriormente, 

cortes seriados transversais e longitudinais de até 10μm de espessura foram obtidos em 

micrótomo de rotação manual (Leica
®
 RM 2125 RT) e distendidos sobre água em uma lâmina 

de vidro, sobre placa aquecedora a 40°C.  

Os cortes foram corados com azul de Toluidina (0,5%) para a caracterização estrutural 

(O‘ BRIEN e MCCULLY, 1965), seguido da montagem de lâmina- lamínula com Entellan.  

Os resultados foram visualizados e registrados em fotomicroscópio óptico com sistema de 

captura de imagens (Leica DM750). 

 

2.5.2 Análise histoquímica 

 Para a análise histoquímica as amostras foram obtidas a partir do material emblocado 

para a análise anatômica descrita no item anterior.  

As amostras foram coradas e submetidas aos seguintes testes histoquímicos: P.A.S. – 

―Periodic Acid Schiff‖ (O‘ BRIEN e MCCULLY, 1981) usado para identificar 

polissacarídeos neutros e XP – Xylidine Ponceau utilizado para a identificação de proteínas 

(O‘ BRIEN e MCCULLY, 1981). 

Os resultados foram registrados em fotomicroscópio óptico com sistema de captura de 

imagens (Leica DM750). 
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2.6. Recuperação do crescimento e aclimatização 

Após o período de 360 dias de conservação, as plantas foram retiradas das condições 

de crescimento mínimo e inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de multiplicação (MS 

desprovidos de reguladores de crescimento) para a recuperação do crescimento. 

O meio de multiplicação foi constituído de sais e vitaminas de MS e suplementado 

com 30g L
-1 

sacarose e solidificado com 2,5 g. L
-1

 de Phytagel e a esterilização realizada por 

autoclavagem à 121° C por 20 minutos e 1,3 atm de pressão. 

Após a inoculação, os explantes foram mantidos em sala de crescimento na presença 

de luz e temperatura a 25 ± 2 °C e fotoperíodo de 16horas.  

Para o processo de aclimatização as plantas que sobreviveram a fase de recuperação do 

crescimento foram lavadas em água corrente para eliminação do meio de cultura. O plantio foi 

realizado em copos plásticos de 500 mL de capacidade preenchidos com substrato comercial 

(Bioplant
®

). Os copos plásticos foram cobertos com sacos plásticos transparentes e 

individuais, furados na parte superior e fixados com uma liga de elástico.  

Após o plantio, as mudas foram pré-aclimatizadas por 30 dias em câmara incubadora 

tipo B.O.D (Percival
®

) com temperatura de 25 ± 2ºC, fotoperíodo de 12 horas e radiação 

luminosa de 20 μmol.m
-2

.s
-1

.  

Por fim, as plantas foram transferidas para casa de vegetação com cobertura de filme 

de polietileno transparente (150 micras), umidade relativa de 75 ± 5%, temperatura de 30 ± 

3ºC, luminosidade de 450–500 μmol.m
-2

.s
-1

 e fotoperíodo em torno de 12 horas. As irrigações 

foram realizadas manualmente a cada 2 dias.  

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas 

pelo Teste de Scott-Knott a 5%. O programa utilizado para realizar as análises estatísticas foi 

o Sisvar 4.4.  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Influência do óleo mineral na conservação in vitro de Pfaffia glomerata e 

Lippia filifolia 

Nas Tabelas 1 e 2 estão apresentados, respectivamente, os resultados referentes à 

sobrevivência e altura de parte aérea em plantas de P. glomerata e L. filifolia no processo de 

conservação in vitro após 120 dias de cultivo. 

Para P. glomerata, não foram verificadas diferenças estatísticas para a sobrevivência 

entre os tratamentos testados. Os resultados apresentados para a taxa de sobrevivência 

indicam que o uso de óleo mineral e água, não comprometeram a sobrevivência das plantas 

submersas in vitro, com médias significativamente altas para ambos tratamentos variando 

entre 83,3 % a 100% respectivamente. 

 

Tabela 1. Análise da sobrevivência e altura em plantas de Pfaffia glomerata ao longo do período de 

conservação in vitro sob temperatura de 25°C. 

                                                                                     Sobrevivência (%) 

Condições de Cultivo 
N°de 

microestacas/tubo 

                                Tempo de cultivo 

  30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 

Controle 
1  

 
100±0,0 aA 91,6±8,3 aA 91,6± 8,3aA 91,6± 8,3aA 

2  
 

100±0,0 aA 100±0,0 aA 100±0,0 aA 100±0,0 aA 

Água  
1  

 
100±0,0 aA 100±0,0aA 91,6±8,3 aA 91,6±8,3 aA 

2  
 

83,3±11,2 aA 83,3±8,3 aA 83,3±11,2 aA 83,3±11,2 aA 

Óleo mineral  
1 

 
100±0,0 aA 100±0,0 aA 100±0,0 aA 100±0,0 aA 

2 
 

95,8±4,2 aA 95,8±4,2 aA 87,5±9,0 aA 87,5±9,0 aA 

Altura (cm) 

Controle  
1 

 
5,1±1,5 bC 9,5 ±1,5aB 13,8±1,2 aA 13,8±1,2 aA 

2 
 

9,0±0,8 aB 11,7±1,0 aA 14,0±0,7 aA 14,0±0,6 aA 

Água  
1 

 
3,1±0,9 bB 10,2±1,3 aA 12,6±1,6 aA 12,6±1,6 aA 

2 
 

4,5±1,1 bA 6,6±1,4 bA 8,0±1,5 bA 8,4±1,3 bA 

Óleo mineral  
1 

 
2,1±0,2 bB 4,5±0,1 bB 7,5±1,2 bA 8,0±1,1 bA 

2 
 

2,2±0,2 bB 3,3±0,5 bB 6,0±0,9 bA 6,1±0,9 bA 

Médias ± erro padrão seguidas pela mesma letra (maiúscula para comparação horizontal e minúscula para vertical), não 

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. * Adicionou-se a quantidade de 5 mL de 

óleo mineral;  ou 5 mL de água destilada. 

 

 Para a variável altura aos 30 dias, as plantas submersas em água e contendo apenas 

um explante não diferiram estatisticamente das plantas do controle, embora tenham 

apresentado uma redução no crescimento. No entanto, a partir dos sessenta dias de cultivo, 

verificou-se um menor crescimento em altura das plantas submetidas ao tratamento com óleo 
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mineral, independentemente do número de microestacas utilizadas por tubo de ensaio com 

relação aos demais tratamentos testados (Figura 1 A-C).  

Já para L. filifolia verificaram-se diferenças estatísticas marcantes entre os tratamentos 

de conservação avaliados. Aos 120 dias de cultivo, as microestacas submersas em água não 

sobreviveram (Figura 1 F), enquanto que as estacas submersas em óleo mineral apresentaram 

médias entre 87,5 e 100,0% de sobrevivência (Tabela 2), semelhante ao controle.  

Em relação à altura, as plantas de L. filifolia submersas no óleo mineral apresentaram 

uma restrição do crescimento de sua parte aérea com média de até 2,0 cm, quando 

comparadas com as plantas do controle com média de até 6,4 cm (Figura 1 D-E). 

 

Tabela 2. Análise da sobrevivência e altura da espécie Lippia filifolia durante o período de 

conservação in vitro com óleo mineral sob temperatura de 25 °C. 

Sobrevivência (%) 

Tratamento         N° de microestacas/ tubo 

  Tempo de cultivo 

  30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 

Controle 
1 

 
100,0±0,0 aA 50,0±15,0 bB 50,0±15,0  bB 50,0±15,0 bB 

2 
 

100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 

Água 
1 

 
8,3±8,0  bA 8,3±8,0 cA 8,3±8,0 cA 0,0±0,0 cA 

2 
 

8,3±8,0 bA 0,0±0,0 cA 0,0±0,0 cA 0,0±0,0 cA 

Óleo mineral 
1 

 
100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 

2 
 

95,8±4,0 aA 87,5±9,0 aA 87,5±9,0 aA 87,5±9,0 aA 

   

Altura (cm) 

Controle 
1 

 
5,1±0,39 aA 5,1±0,39 aA 5,1±0,39 aA 6,4±1,0 aA 

2 
 

4,6±0,73 aA 5,5±0,73 aA 5,6±0,73 aA 5,6±0,73 aA 

Água  
1 

 
1,0±0,08 bA 1,0±0,08 bA 1,0±0,08 bA 0,0±0,0 bA 

2 
 

1,0±0,08 bA 0,0±0,0  bA 0,0±0,0 bA 0,0±0,0 bA 

Óleo mineral  
1 

 
2,0±0,2 bA 2,0±0,2  bA 2,0±0,2 bA 2,0±0,2 bA 

2 
 

1,0±0,08 bA 1,0±0,08  bA 1,0±0,008 bA  1,0±0,08  bA 

Médias ± erro padrão seguidas pela mesma letra (maiúscula para comparação horizontal e minúscula para vertical), não 

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. * Adicionou-se a quantidade de 5 mL de 

óleo mineral ou 5 mL de água destilada. 
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Figura 1. Influência do óleo mineral na conservação in vitro das espécies Pfaffia glomerata e 

Lippia filifolia, após 120 dias sob temperatura de 25 °C; A) Pfaffia glomerata cultivada em 

meio de MS, sem óleo mineral; B) Pfaffia glomerata cultivada em meio de MS, com uma 

camada de 5 mL de óleo mineral; C) Pfaffia glomerata conservada com uma camada de 5 mL 

de água destilada; D) Lippia filifolia cultivada em meio de MS, sem óleo mineral; E)Lippia 

filifolia cultivada em meio de MS, com uma camada de 5 mL de óleo mineral;F) Lippia 

filifolia conservada com uma camada de 5 mL de água destilada (Barras = 1cm). 

 

Segundo Caplin (1959), uma camada de óleo mineral pode ser adicionada sobre o 

tecido vegetal no cultivo in vitro, podendo ser considerado eficaz na conservação de espécies, 

desacelerando o crescimento pela redução da disponibilidade de oxigênio para as culturas. 

Além disso, de acordo com o autor, essa técnica é simples, apresenta baixo custo financeiro, 

podendo auxiliar no armazenamento de espécies viáveis por períodos maiores de tempo, sem 

a necessidade de subcultivos, reduzindo a contaminação das culturas e garantindo, assim, a 

conservação de germoplasma in vitro.   
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De acordo com George & Davis et al. (2008), a absorção de oxigênio pelos tecidos das 

plantas cultivadas em meio de cultivo semi-sólido, ocorre através das partes que estão 

expostas acima da superfície do meio de cultura. Porém no presente estudo, o material vegetal 

não ficou exposto ao microambiente (tubo de ensaio), devido ao acréscimo do óleo mineral 

que limitou a disponibilidade de oxigênio para a planta, reduzindo assim o crescimento. 

 Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciaram a influência dos tratamentos 

na viabilidade e conservação das espécies P. glomerata e L. filifolia, principalmente, na taxa 

de sobrevivência, corroborando com os resultados obtidos por Dekkers et al. (1991) num 

estudo com Zingiberaceae, os quais obtiveram mais de 90% de sobrevivência da espécie, 

conservando-a durante um ano submersa em óleo mineral. Mannonem et al. (1990) obtiveram 

resultados semelhantes com as espécies Panax ginseng, e Catharanthus roseus. Neste estudo, 

os autores conservaram ambas as espécies em óleo mineral durante 6 meses.  

Resultados similares aos do presente trabalho em relação à redução do crescimento em 

altura das plantas submersas em óleo mineral de P. glomerata e L. filifolia foram obtidos por 

Sharma et al. (2012), em seu estudo com Bacopa manieri. Esses autores observaram que o 

crescimento lento da espécie através do óleo mineral, ocorreu devido à baixa disponibilidade 

de oxigênio presente nesse ambiente de cultivo, quando comparado ao controle e a água.  

Kuble (1927) relatou que o oxigênio e o gás carbônico são mais solúveis em óleo 

mineral do que na água sob temperatura de 25 ºC, porém, a transferência do gás carbônico no 

óleo mineral para a plantas submersas ocorre lentamente, ficando o mesmo sobre a superfície 

das plantas. De acordo com Dekkers et al. (1991), o crescimento das plantas submersas no 

óleo mineral é menor do que quando comparado ao crescimento das plantas submersas em 

água devido a solubilidade do oxigênio ser maior no óleo mineral do que na água. Bridgen et 

al. (1981), relataram que a redução da taxa de oxigênio sobre as culturas de Nicotiana 

tabacum mantidas sob óleo mineral, gerou uma baixa taxa no crescimento das plantas 

mantendo as mesmas conservadas.  

No entanto, no tratamento referente à água, as microestacas de L.filifolia não 

sobreviveram. De acordo com Koslowski & Pallardi (1984), plantas sob condições de 

alagamento sofrem com a diminuição da difusão de oxigênio, gerando uma baixa 

disponibilidade desse gás, tendo como consequência, a redução das atividades bioquímicas do 

metabolismo, como a respiração e a fotossíntese, afetando o crescimento das plantas. A 

redução desses processos na planta pode causar alterações anatômicas e morfológicas nas 
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folhas e raízes, a troca da respiração aeróbica pela anaeróbica, e gerar efeitos letais devido ao 

aumento do consumo de carboidratos e acúmulo de toxinas no citosol, gerando o rompimento 

das membranas (FUKAO & BAILEY- SERRES, 2004).  

De maneira geral, no tratamento controle as plantas de P. glomerata e L. filifolia 

apresentaram indivíduos com maior desenvolvimento da parte aérea ao final de 120 dias de 

cultivo. De fato, a análise comparativa em altura de ambas as espécies do presente trabalho 

indicou interação significativa entre as espécies com os tratamentos de conservação 

utilizados, mostrou que o comportamento à imersão em óleo mineral e em água é genótipo 

dependente. Para a P.glomerata a quantidade de 5mL de óleo mineral, não foi suficiente para 

impedir o crescimento da parte aérea dos brotos, que acabaram ultrapassando o nível do óleo 

(Figura 1B). Neste caso, recomenda-se analisar uma maior quantidade de óleo mineral nos 

estudos de conservação para a espécie, com o intuito de reduzir o crescimento, fato tratado 

nesse trabalho como segue. 

3.2. Efeito do óleo mineral e da temperatura na conservação in vitro de Pfaffia 

glomerata e Lippia filifolia 

 

Nas Tabelas 3 e 4, estão apresentados respectivamente os resultados referentes a 

sobrevivência, das microestacas de P. glomerata e L. filifolia conservadas in vitro sob 

influência do óleo mineral e temperatura.  
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Tabela 3. Análise da sobrevivência de Pfaffia glomerata conservada in vitro sob diferentes volumes 

de óleo mineral e temperaturas.  

Sobrevivência (%) 

Temperatura Óleo mineral 
Tempo de cultivo (dias) 

90 180 270 360 

25ºC 

0 mL 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 50,0±2,9 cB 0,0±0,0 cC 

5 mL 100,0 ±0,0 aA 93,7±3,5 bB 0,0±0,0 dC 0,0±0,0 cC 

10 mL 100,0 ±0,0 aA 100,0±0,0aA 50,0±2,9 cB 0,0 ±0,0 cC 

15 mL 100,0±0,0  aA 100,0±0,0 bA 50,0± 2,9 cB 0,0±0,0 cC 

20ºC 

0 mL 100,0±0,0  aA 100,0±0,0 aA 45,8±2,9 cB 0,0±0,0 cC 

5 mL 100,0±0,0  aA 50,0±2,9 cB 50,0±2,9 cB 0,0±0,0 cC 

10 mL 100,0±0,0  aA 100,0±0,0 aA 50,0±2,9 cB 0,0±0,0 cC 

15 mL 100,0±0,0   aA 100,0±0,0 aA 50,0±2,9 cB 0,0 ±0,0 cC 

15ºC 

0 mL 100,0±0,0 aA 95,8±2,9 aA 95,8±2,9 aA 95,8±2,9 aA 

5 mL 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 

10 mL 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 79,1±5,1 bB 79,1± 5,1 bB 

15 mL 100,0±0,0  aA 100,0±0,0 aA 95,8±2,9 aB 95,8±2,9 aB 

Médias ± erro padrão seguidas pela mesma letra (maiúscula para comparação horizontal e minúscula para vertical), não 

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Altura do óleo mineral 5mL= 1,5cm; 

10mL= 2,5 cm; 15 mL= 3,5cm. 

 

Verificou-se que a conservação de P.glomerata, foi influenciada pelas diferentes 

temperaturas de cultivo, e os diferentes volumes de óleo mineral, que acabaram impactando 

significativamente a sobrevivência dos explantes. No decorrer dos 180 dias sob temperatura 

de 25, 20 e 15°C as plantas de P. glomerata apresentaram entre 93,7% a 100% de 

sobrevivência, independentemente do volume de óleo mineral utilizado nos tratamentos. Aos 

360 dias de cultivo, as plantas que permaneceram sob temperatura de 15°C e submersas em 

diferentes volumes de óleo mineral, apresentaram médias de 79,1 a 100% de sobrevivência, 

enquanto que as plantas sob as temperatura de 25° e 20°C, independentemente do volume de 

óleo mineral utilizado não sobreviveram (Tabela 3).  

Um aspecto importante observado nesse estudo foi que a combinação do óleo mineral 

independente do volume aplicado, com a temperatura de 15°C reduziu drasticamente o 

crescimento dos brotos e estes permaneceram submersos e viáveis durante todo o tempo de 

armazenamento. 
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Para a variável altura, observou-se que as plantas de P.glomerata reduziram seu 

crescimento significativamente, de acordo, com a redução das temperaturas de conservação. 

Nas temperaturas de 25 e 20°C as plantas que estavam submersas no óleo mineral 

apresentram médias entre 4 e 8 cm aos 270 dias, respectivamente, e as plantas que estavam no 

controle obtiveram um crescimento bem superior chegando até a ultrapassar 12 cm de 

comprimento na temperatura de 25°C. No entanto, as plantas que estavam sob temperatura de 

15°C e submersas em óleo mineral, apresentaram um crescimento bem reduzido chegando até 

2,5 cm de comprimento, enquanto que as plantas que estavam no controle chegaram a atingir 

até 8cm de comprimento. Esse resultado demonstra que a temperatura de 15°C foi a mais 

apropriada para a conservação in vitro de P.glomerata, pois as plantas mantidas nessa 

temperatura sobreviveram até os 360 dias de conservação, sem a necessidade de subcultivos, e 

apresentaram um crescimento inferior ao crescimento das plantas mantidas nas temperaturas 

de 20 e 25°C (Figura 2 e 3).  
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Figura 2. Altura de Pfaffia glomerata conservada in vitro sob diferentes temperaturas (25, 20 

e 15°C) e volumes de óleo mineral (0, 5, 10 e 15 mL), por 90, 180, 270 e 360 dias. 

 

 

  

Figura 3. Aspecto de Pfaffia glomerata após 360 dias de conservação in vitro sob 

temperatura de 15°C e imersão em diferentes volumes de óleo mineral 0 (Controle), 5, 10 e 15 

mL. Altura do óleo mineral 5mL= 1,5cm; 10mL= 2,5 cm; 15 mL= 3,5cm. 

5mL 10mL 15mL 0mL 

15ºC 
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Para a conservação da L. filifolia observou-se que o uso do óleo mineral, associado 

com a redução da temperatura de cultivo apresentou efeito significativo na redução do 

crescimento das plantas in vitro ao longo dos 360 dias (Tabela 4).  

 De maneira geral, a sobrevivência das brotações de L.filifolia submersas em 5 e 15 mL 

de óleo mineral cultivadas em sala de crescimento sob temperatura de 15°C proporcionaram 

uma taxa de 66,6% a 100% na sobrevivência durante os primeiros 180 dias de conservação in 

vitro. A partir de então, as brotações que permaneceram sob temperaturas de 25 e 20°C 

apresentaram amarelecimento das folhas tornando-se necrosadas, especialmente aos 360 dias 

de cultivo (Tabela 4). 

 Verificou-se que L.filifolia apresentou sensibilidade às condições de armazenamento a 

que foi submetida, uma vez que a sobrevivência dos brotos diminuiu significativamente aos 

360 dias de cultivo, mesmo sob temperatura de 15°C , independente do tratamento com óleo 

mineral. Ao final dos 360 dias de cultivo, a maior taxa de sobrevivência das plantas foi de 

52% sob a temperatura de 15°C. 

Tabela 4. Análise da sobrevivência em Lippia filifolia conservada in vitro sob diferentes volumes de 

óleo mineral e temperaturas.  

Sobrevivência (%) 

Temperatura Óleo mineral 
Tempo de cultivo (dias) 

90 180 270 360 

25ºC 

0 mL 75,0±9,0 bA 20,8±7,3 dB 6,2±3,5 cC 0,0±0,0 cC 

5 mL 66,6±9,8 bA 0,0±0,0 eB 0,0±0,0 cB 0,0±0,0 cB 

10 mL 52,0±9,8 cA 0,0±0,0 eB 0,0±0,0 cB 0,0±0,0 cB 

15 mL 50,0±6,0 cA 0,0±0,0 eB 0,0±0,0 cB 0,0±0,0 cB 

20ºC 

0 mL 45,8±10,4 cA 35,4±8,8 cA 8,3±3,9 cB 0,0±0,0 cB 

5 mL 8,3±5,8 eA 0,0±0,0 eA 0,0 ±0,0 cA 0,0±0,0 cA 

10 mL 0,0±0,0 eA 0,0±0,0 eA 0,0±0,0 cA 0,0±0,0 cA 

15 mL 25,0±9,0 dA 0,0±0,0 eB 0,0 ±0,0 cB 0,0±0,0 cB 

15ºC 

0 mL 91,6±5,8 aA 66,6±6,5 bB 29,1±6,7 bC 29,1±6,7 bC 

5 mL 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 62,5±4,5 aB 52,0±7,1 aB 

10 mL 66,6±9,8 bA 66,6±9,8 bA 33,3±4,9 bB  6,2±3,5  cC 

15 mL 100,0±0,0 aA 87,5±4,5 aA 62,5±4,5 aB 12,5±6,9 cC 

Médias ± erro padrão seguidas pela mesma letra (maiúscula para comparação horizontal e minúscula para vertical), não 

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Altura do óleo mineral 5mL= 1,5cm; 

10mL= 2,5 cm; 15 mL= 3,5cm. 

 

Em relação à altura observa-se um incremento significativo no comprimento de parte 

aérea, até os 90 dias sob a temperatura de 25°C. Na temperatura de 15°C e 20°C as alturas 

médias das plantas não sobressaíram os diferentes níveis de óleo mineral do experimento (5 a 
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15 mL). Isso sugere que a temperatura de 15°C é a mais apropriada para o armazenamento in 

vitro, pois após 360 dias de conservação as plantas apresentaram valores inferiores no 

crescimento em altura (Figura 4 e 5), sobretudo quando imersas em 5 mL de óleo mineral.  

 

Figura 4. Altura de Lippia filifolia sob diferentes temperaturas (25, 20 e 15°C) e volumes de óleo 

mineral (0, 5, 10 e 15 mL), por 90, 180, 270 e 360 dias.  

 

 

 

Figura 5. Aspecto de Lippia filifolia após 360 dias de conservação in vitro sob temperatura de 

25°C (A), 20°C (B), 15°C (C) e imersão em diferentes volumes de óleo mineral 0 (Controle), 

5, 10 e 15 mL. Altura do óleo mineral 5mL= 1,5cm; 10mL= 2,5 cm; 15 mL= 3,5cm.   
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De acordo com Caplin (1959) e posteriormente por Augereau et al. (1986), o uso da  

camada de óleo mineral é um método baseado na redução dos níveis de oxigênio das culturas 

armazenadas. Segundo os autores é uma técnica relativamente fácil, simples, eficaz com baixo 

custo na manutenção e desaceleração do crescimento de espécies conservadas in vitro. Esse 

método de crescimento lento também foi utilizado por Manonnen et al. (1990), na 

conservação in vitro das espécies Panax ginseng e Cataranthus roseus e relataram a eficiência 

do uso do óleo mineral no armazenamento e viabilidade das espécies regeneradas. 

A redução do crescimento por meio do uso do óleo mineral foi relatado por Sharma et 

al. (2012) que obtiveram mais de 90% de sobrevivência após um ano das culturas de Bacopa 

monnieri submersas em óleo mineral, durante a conservação in vitro da espécie. 

           Outro fator importante na conservação in vitro de plantas é o efeito da diminuição da 

temperatura em sala de crescimento capaz de diminuir o tempo entre os subcultivos e, 

consequentemente, aumentando o período de armazenamento (AMARAL, 2005; BERKEET, 

2007; CAMILLO et al., 2009).  

Segundo Engelmann (2009), espécies tropicais podem ser sensíveis ao armazenamento 

sob baixas temperaturas. Entretanto, no presente trabalho observou-se que tanto P. glomerata 

como L. filifolia toleraram a temperatura de 15°C, adicionalmente à submersão ao óleo 

mineral promovendo um efeito maior na diminuição do crescimento. Resultados similares ao 

do presente trabalho foram relatados por Lemos et al. (2002), que observaram  que a melhor 

temperatura para  desacelerar o crescimento de cana- de açúcar foi de 15°C.  

De Goes (1992) relatou a desaceleração do crescimento in vitro de Ipomoea batatas 

pelo uso de óleo mineral, porém, sob temperatura de 25°C. Já Dekkers et al. (1991) 

conseguiram plantas de Zingiber officinale viáveis ao longo de 2 anos quando estas foram 

conservadas em óleo mineral sob temperatura de 24°C. 

Após 360 dias de conservação das espécies de P. glomerata e L. filifolia, sob 

condições de crescimento mínimo, os brotos de ambas as espécies foram transferidos para o 

meio de regeneração. Contudo, apenas os brotos de P. glomerata apresentaram eficiente 

recuperação emitindo novas folhas, crescimento de parte aérea, formação de raízes e 

desenvolvimento de novos brotos. Em seguida as plantas foram aclimatizadas com sucesso e 

transferidas para a casa de vegetação (Figura 6).  
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Figura 6. Aspecto de plantas de Pfaffia glomerata após 40 dias em casa de vegetação, 

oriundas de conservação in vitro com óleo mineral.  

 

Vale ressaltar, que não há relatos até o momento na literatura sobre o uso de óleo 

mineral combinado com diferentes temperaturas para a conservação in vitro de P. glomerata e 

L. filifolia. E, pelos resultados obtidos, o uso do óleo mineral, especialmente combinado ao 

cultivo em temperatura de 15°C, mostrou-se experimentalmente eficiente, viável, pois as 

plantas apresentaram uma redução do crescimento em altura e permaneceram vivas submersas 

no óleo mineral, sugerindo ser uma importante estratégia de conservação para as espécies 

supracitadas.  

 

3.3. Análise histológica e histoquímica de Pfaffia glomerata e Lippia filifolia sob 

efeito do óleo mineral na conservação in vitro 

3.3.1. Análises anatômicas de Pfaffia glomerata  

Na Figura 7, são apresentados os cortes anatômicos em perspectiva transversal da 

folha e do caule de P.glomerata após 360 dias de conservação in vitro sob temperatura de 

15°C. 
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Figura 7. Caracterização anatômica da folha e do caule de Pfaffia glomerata em secções 

transversais e coradas com azul de Toluidina após 360 dias de conservação em óleo mineral 

em 15°C. A) Tratamento controle folha; B) Tratamento controle caule; C) Folha em 5mL de 

óleo mineral; D) Caule em 5 mL de óleo mineral; E) Folha em 10 mL de óleo mineral; F) 

Caule em 10 mL de óleo mineral; G) Folha em 15 mL de óleo mineral ; H) Caule em 15 mL 
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de óleo mineral. EP= epiderme unisseriada, PA= parênquima paliçádico, FV= feixe vascular, 

ES= estômato, * = fístula, ME= medula, CT= córtex. 

  

A lâmina foliar de P. glomerata cultivada apenas em meio de cultura (controle), 

apresenta epiderme unisseriada, com células arredondadas com paredes convexas e células 

achatadas com paredes periclinais planas e anticlinais convexas, ambas delgadas. O mesofilo 

apresenta parênquima clorofiliano do tipo homogêneo constituído de cerca de quatro camadas 

de células poliédricas que delimitam espaços intercelulares de diferentes tamanhos (Figura 7- 

A). No entanto, Mussury (2003) apresentou resultados contrários aos do presente trabalho, o 

autor observou em seu estudo com P. glomerata que o mesofilo era bifacial com presença de 

parênquima paliçádico e lacunoso com ausência de espaços intercelulares e com presença de 

drusas.  

O caule também é constituído por epiderme unisseriada, com células epidérmicas de 

formato arredondado. O córtex apresenta uma camada de colênquima do tipo angular seguido 

de quatro a cinco camadas de células do parênquima de preenchimento. Menezes et al. 

(1969), observaram em seu estudo anatômico do caule de P. jubata que o mesmo apresentou 3 

camadas de colênquima e parênquima clorofiliano constituído de seis camadas. O caule é 

fistuloso, porém envolvido por parênquima de preenchimento. De acordo com Smith & 

Downs, (1972) Pfafia glomerata caracteriza-se pela grande adaptabilidade com distribuição 

em todo território brasileiro, sendo encontrada em ambientes ensolarados e em margens de 

rios. Já Vigo et al. (2004), relataram que P. glomerata apresenta caule delgado e oco quando 

adulto. Neste sentido, pode-se entender que a fístula possa funcionar como um grande canal 

aerífero do caule. 

No tratamento de conservação utilizando 5 mL de óleo mineral (Figura 7- C), pode-se 

observar que em plantas cultivadas apresentaram incremento no número de células do 

parênquima clorofiliano, sendo ainda possível verificar o surgimento de células paliçádicas, 

indicando a organização de um parênquima do tipo paliçádico nas plantas desse tratamento.  

De acordo com Henrique et al. (2009) algumas espécies desenvolvem mudanças morfológicas 

dos tecidos para uma melhor adaptação a ausência de oxigênio. Também é possível observar 

que as células constituintes do mesofilo são menores em relação às observadas no tratamento 

controle, e elas ainda apresentam um arranjo compacto com poucos espaços intercelulares.  

 

Na Figura 7 E e G, as folhas das plantas conservadas em óleo mineral, 10 e 15 mL 

respectivamente, também apresentaram características anatômicas semelhantes as plantas 
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cultivadas com 5 mL de óleo mineral. Porém, no tratamento com 15 mL de óleo, as células 

constituintes das folhas, tanto da epiderme quanto do mesofilo apresentaram células 

volumosas, com paredes celulares delgadas.  

O caule das plantas que estavam conservadas em óleo mineral, independente do 

tratamento, não apresentou fístula (Figura B, D, F e H). No tratamento com 5 mL de óleo 

mineral, foi possível observar um aumento no número de células do córtex e da medula, com 

um diâmetro menor, compacto, arranjado e com paredes celulares sinuosas e delgadas. O 

desenvolvimento do feixe vascular foi atenuado, sendo pouco visível.  Nos tratamentos com 

10 e 15 mL de óleo mineral, os tecidos se apresentaram de forma mais organizada em relação 

ao tratamento com 5 mL, com feixe vascular visível, porém menos desenvolvido, quando 

comparado ao controle.  

 

3.3.2. Análises anatômicas de Lippia filifolia 

A Figura 8 ilustra a estrutura morfológica e anatômica da folha e do caule de Lippia 

filifolia submersa em óleo mineral após 360 dias de experimento de conservação in vitro. 
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Figura 8. Corte transversal da folha e do caule de Lippia filifolia e coradas com azul de 

Toluidina após 360 dias de conservação em óleo mineral em 15°C A) Folha tratamento 

controle sem óleo mineral; B) Caule tratamento controle sem óleo mineral; C) Folha 

tratamento 5mL com óleo mineral; D) Caule tratamento 5mL com óleo mineral; E) Folha 

tratamento com 10mL óleo mineral F) Caule tratamento com 10 mL óleo mineral. EP= 

epiderme adaxial e abaxial, ES= estômato, PA= parênquima, TC= tricoma glandular e tector, 

FV= feixe vascular, ME= medula, *= espaços intercelulares lisógenos. CT= córtex. 

 

Em L. filifolia, plantas do tratamento controle apresentaram folhas com epiderme 

unisseriada com células de diferentes formatos e parede delgada, estômatos na face adaxial 

(Figura 8- A). O mesofilo apresenta parênquima clorofiliano do tipo homogêneo, com células 

de diferentes tamanhos e formas com paredes celulares delgadas, sendo que as células 
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próximas à face adaxial apresentam maior diâmetro em relação às células próximas à face 

abaxial.   

O caule apresenta epiderme unisseriada com células arredondadas isodiamétricas de 

parede celular delgada, com vários tricomas tectores e gandulares (Figura 8- B). O cortex é 

constituído de células parenquimáticas de parede delgada, podendo ser observado cerca de 

três camadas de células na região adjacente ao feixe vascular, e cinco camadas de células na 

região interfascicular. O feixe vascular se apresentou bem desenvolvido (Figura 8- B). 

Nos tratamentos com 5 mL de óleo mineral (Figura 8- C ), as folhas se apresentaram 

mais delgadas quando comparadas com o tratamento controle. As células epidérmicas se 

mostraram mais volumosas com formato arredondado a achatado, diferente do observado no 

tratamento controle. O mesofilo apresentou parênquima clorofiliano com células paliçádicas, 

sugerindo a formação de um parênquima do tipo paliçádico e outro do tipo lacunoso, com 

células arredondadas e achatadas com diversos espaços intercelulares. Já Peixoto et al (2017), 

observou resultados contrários aos do presente trabalho, em seu estudo com Lippia alba que 

apresentou mesofilo com poucos espaços intercelulares. Assim como no controle também foi 

verificado a presença de vários tricomas em ambas as faces epidérmicas (Figura 8- C).  

Em contraste, as plantas conservadas em 15 mL de óleo mineral parece apresentar 

epiderme mais espessa em relação aos demais tratamentos (Figura 8- E). Para Armstrong et 

al. (2000) o espessamento das células da epiderme funciona como barreira de proteção em 

plantas submersas a fim de reduzir a perda de oxigênio endógeno. Esse espessamento pode ser 

justificado pelo volume acentuado das células do mesofilo, as quais também apresentaram um 

arranjo mais compacto, além da presença de vários espaços intercelulares formados a partir da 

morte de células do parênquima (Figura 8- E). Com a deficiência de oxigênio a planta 

modifica a sua rota metabólica passando a produzir energia via glicólise e fermentação, porém 

essa rota metabólica produz menos energia (2 moles ATP), quando comparada a respiração 

aeróbica (36 moles ATP), que consequentemente, acaba gerando a ruptura das membranas 

celulares, causando a lise celular (KOZLOWSKI, 1984; LIAO & LIN, 2001; PIMENTEL et 

al., 2016). No caule, ambos os tratamentos com óleo mineral apresentaram células de maior 

volume quando comparados com o controle.  

No tratamento com 5 mL, as células do córtex apresentaram formato alongado e vários 

espaços intercelulares (Figura 8- D). De acordo com Pereira et al. (2008) plantas submetidas a 

deficiência de oxigênio produzem lacunas entre as células parenquimáticas como resposta 

anatômica e fisiológica decorrente da ação da celulase que induz a síntese de etileno 

endógeno da célula causando alterações observadas na morfogênese anormal da parede 
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celular.  Insausti et al. (2001)   relata que o maior volume da célula gera aumento de  espaços 

intercelulares no córtex por não apresentarem uma superfície de contato com a parede celular. 

  Também foi possível verificar uma diminuição do tamanho dos feixes vasculares, 

quando comparado com o controle. Já no tratamento com 10 mL de óleo mineral, é possível 

observar um desarranjo das células que compõe o cilindro vascular, bem como uma maior 

proliferação de células parenquimáticas na região adjacente aos feixes vasculares, o que não 

ocorre na região entre os feixes vasculares. Como consequência dessa proliferação vascular a 

morfologia do caule de L. filifolia deixou de ser cilíndrica como no controle e passou a 

apresentar uma morfologia semelhante a um trevo de quatro folhas, com quatro lóbulos 

localizados na região do feixe vascular (Figura 8- F).   

  

3.4. Análise histoquímica de Pfaffia glomerata e Lippia filifolia 

3.4.1. Pfaffia glomerata: 

 

Na Figura 9 é apresentada a análise histoquímica da folha e do caule de Pfaffia 

glomerata utilizados como explantes na conservação in vitro submersas em óleo mineral após 

360 dias. 

As análises histoquímicas com PAS evidenciaram que em plantas de P. glomerata as 

folhas que foram submetidas a tratamento de conservação com 5 e 10 ml de óleo mineral 

apresentaram polissacarídeos estocados nas células do parênquima clorofiliano (Figura E e I) , 

porém, quando o órgão avaliado foi o caule, foi verificado a presença de polissacarídeos 

apenas nos tratamentos com 10 e 15 mL de óleo, sendo neste último mais intenso (Figura J e 

N). Estudos revelam que plantas submetidas a condições de hipóxia apresentam uma 

diminuição ou até mesmo uma paralização no crescimento devido à economia de energia que 

implica no uso controlado das reservas de carboidratos, a fim de controlar e manter as 

atividades vitais e metabólicas da planta (ARMSTRONG et al., 1994; MEDRI et al., 2002; 

FERREIRA et al., 2006). Para Lião e Lin (2001) plantas submetidas a ambientes com 

oxigênio reduzido, a taxa de translocação de carboidratos das folhas para as raízes é reduzida 

acarretando num acúmulo de carboidratos nas folhas. Já Singh et al. (2001) observaram em 

seu estudo com G. americana que a preservação das folhas durante a condição de hipóxia 

permitiu a planta realizar a fotossíntese mantendo assim o armazenamento de carboidratos nas 

folhas o que  permitiu uma rápida recuperação das plantas após o estresse. 
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Figura 9. Secção transversal da folha e do caule de Pfaffia glomerata submetido ao teste com 

PAS e XP após período de 360 dias de conservação in vitro em óleo mineral 15°C. A. 

Explante foliar tratamento controle PAS B. Caule tratamento controle PAS E. Folha submersa 

em 5 mL de óleo mineral F. Caule submerso em 5 mL de óleo mineral I. Folha submersa em 

10 mL de óleo mineral J. Caule submerso em 10 mL de óleo mineral M. Folha submersa em 

15 mL de óleo mineral N. Caule submerso em 15 mL de óleo mineral C. Explante foliar 

tratamento controle XP D. Caule tratamento controle XP G. Folha submersa em 5 mL de óleo 

mineral H. Caule submerso em 5 mL de óleo mineral K. Folha submersa em 10 mL de óleo 

mineral L. Caule submerso em 10 mL de óleo mineral O. Folha submersa em 15mL de óleo 

mineral P. Caule submerso em 15 mL de óleo mineral. 

 

Já os testes realizados com XP identificaram a presença de proteínas de reserva em 

células do parênquima clorofiliano de folhas de plantas conservadas com 10 e 15 mL de óleo 

(Figura 9 K e O), o mesmo sendo observado no caule (Figura 9 L e P). Parolin (2009) relata 

em seu estudo que a paralização do crescimento de plantas submetidas a condição de hipóxia 

possibilita a planta manter uma quantidade de reserva suficiente para que, após essa condição 

de estresse, a planta possa se recuperar e voltar a ter o índice de crescimento normalizado. 

 

 



87 
 

3.4.2. Lippia filifolia: 

A Figura 10 apresenta análise histoquímica de Lippia filifolia conservada in vitro 

submersa em óleo mineral. 

 

Figura 10. Cortes transversais da folha e do caule de Lippia filifolia submetido ao teste com 

PAS e XP após período de 360 dias de conservação in vitro em óleo mineral sob 15°C. A. 

Explante foliar tratamento controle PAS B. Caule tratamento controle PAS E. Folha submersa 

em 5 mL de óleo mineral F. Caule submerso em 5 mL de óleo mineral I. Folha submersa em 

10 mL de óleo mineral J. Caule submerso em 10 mL de óleo mineral C. Explante foliar 

tratamento controle XP D. Caule tratamento controle XP G. Folha submersa em 5 mL de óleo 

mineral H. Caule submerso em 5 mL de óleo mineral K. Folha submersa em 10 mL de óleo 

mineral L. Caule submerso em 10 mL de óleo mineral. 
 

A análise histoquímica revelou que durante o processo de conservação in vitro, 

polissacarídeos neutros parecem ser o principal material de reserva utilizado como fonte de 

energia durante o período de conservação em óleo mineral, principalmente caule de plantas 

conservadas com 5 ml de óleo mineral. De acordo com Amaral et al. (2007) grãos de amido 

são um dos principais compostos de reserva em plantas e oferecem suporte para a manutenção 

da planta em condições de estresse. Segundo Schluter & Crawford (2001), a disponibilidade 

de açúcares para uso no metabolismo da planta será um dos fatores limitantes, que irá 

determinar a tolerância e a sobrevivência da mesma, em ambientes com ausência de oxigênio. 
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Em plantas cultivadas sem óleo mineral e no tratamento com 10 mL, não se observou 

polissacarídeos no interior das células, bem como de corpúsculos proteicos. Os testes com 

PAS e XP apenas evidenciaram os polissacarídeos e proteínas cloroplastídicas, 

respectivamente.  Plantas submetidas a ambientes em hipoxia apresentam uma baixa taxa na 

fotossíntese o que gera um balanço negativo de carboidratos (DENNIS et al., 2000; FELLE, 

2005).  
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4. CONCLUSÃO 

- O uso de óleo mineral nos volumes de 5, 10 e 15 mL sobre brotações de Pfaffia. 

glometara e Lippia. filifolia, especialmente sob temperatura de 15 °C, é uma técnica 

promissora para conservar germoplasma sob condições in vitro; 

- Plantas de P. glomerata conservadas sob óleo mineral apresentam índices de 

sobrevivência de até 100% aos 360 dias;  

- A recuperação do crescimento dos brotos de P. glomerata, após o período de 

conservação in vitro é rápida ao contrário do observado em L. filifolia que não sobrevive 

durante o período de regeneração após a retirada das plantas do óleo mineral; 

- A análise histoquímica da folha e do caule de P. glomerata conservada sob óleo 

mineral, mostra a presença de polissacarídeos de reserva e de proteínas; 

- A análise histoquímica de L. filifolia conservada sob óleo mineral mostrou apenas a 

presença de polissacarídeo de reserva na folha sobre volume de 5mL; 

- As análises anatômicas de P. glomerata e L.filifolia mostram aparentemente, 

variações nas células das plantas submersas em óleo mineral. 
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