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RESUMO 
 

Lippia grata Schauer é uma espécie aromática, endêmica do Nordeste brasileiro e de 

reconhecida importância medicinal devido à atividade anti-inflamatória, antioxidante e 

antimicrobiana presentes em seus óleos essenciais, fazendo dela um recurso natural promissor 

no tratamento de doenças. O cultivo in vitro poderia tornar mais eficiente o uso de suas 

potencialidades medicinais sem a necessidade de afetar seu habitat natural por ações 

antropogênicas. Nesse sentido, o presente trabalho de investigação objetivou avaliar com 

enfoque morfofisiológico e bioquímico, plantas de L.  grata cultivadas in vitro sob o uso de 

lâmpadas LED’s associadas à ventilação natural nos frascos. As unidades experimentais foram 

constituídas por segmentos nodais de L. grata, com 1 cm de comprimento, retirados abaixo da 

gema apical e inoculadas em frascos contento 10 mL de meio nutritivo MS suplementado com 

30 g L-1 de sacarose, gelificado com 2,5 g L-1 phytagel e pH ajustado a 5,7. A ventilação natural 

dos frascos foi controlada por meio de dois tipos de vedação, parcial (com  ventilação) e total 

(sem ventilação), distribuídos aleatoriamente em quatro diferentes sistemas de iluminação, 

LVA 5:1= LED Vermelha e Azul (5:1); LVA 1:1= LED Vermelha e Azul (1:1); LB= LED 

Branco e FL= Lâmpada Fluorescente, calibradas em 60 µmol m− 2 s – 1  de intensidade luminosa 

dentro de uma sala de crescimento com fotoperíodo de 16 horas, 80±5% de umidade relativa e 

temperatura de 25±2°C, durante 45 dias, conduzidas sob um delineamento inteiramente 

casualizado (DIC), com um arranjo fatorial 4x2, com 3 repetições, sendo cada repetição 15 

unidades experimentais. No 45° dia, as plantas foram analisadas em função dos seus parâmetros 

biométricos, bioquímicos e histológicos. Nesse sentido, evidenciamos que a ventilação natural 

dos frascos reduz em 62% a incidência de folhas hiperídricas em todos os sistemas de 

iluminação apresentando plantas de maior tamanho e folhas mais expandidas, ademais nessas 

condições as plantas reduziram sua massa fresca em 27% evidenciando indiretamente o efeito 

do intercâmbio gasoso. Os parâmetros bioquímicos das plantas também foram influenciados 

positivamente pela ventilação natural dos fracos uma vez que os teores dos pigmentos 

cloroplastídicos e teores de carboidratos solúveis totais aumentaram em 46% e 115%, 

respectivamente. Ademais, sob um enfoque histológico observamos que houve uma maior 

organização celular da epiderme e do parênquima cortical da nervura principal das folhas, 

situação que não foi observada em plantas com condições sem ventilação. A influência dos 

sistemas de iluminação também foi destacável, em especial do LED Branco uma vez que 

apresentou plantas com menor número de folhas hiperídricas mesmo em frascos sem ventilação 

o qual se traduz em um maior número de folhas normais aliás de exibir maior número de brotos 

e raízes. Assim mesmo, o LED Branco associado a condições de ventilação natural foi o único 

sistema de iluminação que promoveu expressivos aumentos nos teores de clorofila a; clorofila 

b; clorofila totais (a+b); carotenoides; carboidratos solúveis totais; e sacarose em 87%; 143%; 

102%; 76%; 223% e 116%, respectivamente, comparado com o obtido em condições sem 

ventilação. Perante isto, concluímos que existe um efeito sinérgico no uso de lâmpadas LED 

Brancas associadas a condições de ventilação natural dos fracos no cultivo in vitro de L. grata 

uma vez que contribuem na redução nos sintomas de hiperidricidade e estimulam uma maior 

atividade metabólica expressada através do aumento dos teores em seus parâmetros 

bioquímicos. 

Palavras-chave: Diodos emissores de luz · Hiperidricidade · Cultura de tecidos vegetais · 
Ventilação natural. 
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CAPÍTULO I 

 

Introdução geral e revisão de literatura 
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1. Introdução Geral 
 

Lippia grata Schauer, conhecida popularmente como alecrim-da-chapada e alecrim-de-

tabuleiro, é uma espécie da família Verbenaceae, com ampla distribuição em áreas da Floresta 

Tropical Sazonal Seca (BITU et al., 2015; CRUZ et al., 2014). Esta espécie é reconhecida pela 

sua importância medicinal devido aos óleos essenciais presentes nas folhas, constituídos 

principalmente de derivados fenólicos como timol e carvacrol (BITU et al., 2012). Neste 

sentido, os óleos essenciais apresentam comprovada atividade antifúngica e antimicrobiana 

(ALBUQUERQUE et al., 2006; BITU et al., 2014) com amplo uso no tratamento de doenças 

dermatológicas, queimaduras e infecções da garganta (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 

2011).  

Com a finalidade de contribuir com a conservação e o aproveitamento dos recursos 

vegetais de importância econômica e de uso popular, a biotecnologia tem proporcionado 

diversas técnicas que possibilitam o estudo de plantas com um enfoque celular e molecular 

(GEORGE; HALL; KLERK, 2008). Dentre essas técnicas, o cultivo in vitro de plantas tem 

sido importante pela sua aplicação versátil em estudos botânicos e agronômicos, que em 

condições convencionais seria impossível conseguir em curtos períodos e em espaços físicos 

reduzidos, grandes quantidades de plantas com características fisiológicas e morfológicas 

satisfatórias (CANHOTO, 2010; STEFANO; ROSARIO, 2003).  

No cultivo in vitro, as plantas são condicionadas a microambientes com altos níveis de 

umidade, baixa luminosidade e trocas gasosas reduzidas como consequência dos cuidados que 

evitam a contaminação por agentes externos (GEORGE; HALL; KLERK, 2008) de tal forma 

que condições in vitro podem provocar desordens morfofisiológicas manifestadas comumente 

em folhas hiperhídricas (KLERK; DRIES; KRENS, 2017), assim como o ineficiente 

funcionamento estomático e a redução do teor da cera epicuticular (APÓSTOLO; BRUTTI; 

LLLORENTE, 2005) que se traduze no aumento da probabilidade de morte das plantas no 

processo de aclimatização (CHANDRA et al., 2010). No entanto, este efeito poderia ser 

reduzido perante uma iluminação mais eficiente para as plantas e maior ventilação nos frascos 

de cultivo in vitro, promovendo a formação de tecidos mais organizados e consequentemente 

mais funcionais (DECCETTI et al., 2008; WU; KUO; CHEN, 2018).   

No que corresponde ao controle da luz a favor do bom desenvolvimento das plantas in 

vitro, o uso de fontes de iluminação eficientes, como as luzes LED (Light Emission Diode), 
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vem sendo estudadas, pois oferecem um maior tempo de vida útil, cerca de 100 vezes maior, 

comparado com lâmpadas fluorescentes utilizadas frequentemente nas salas de crescimento 

(IBARAKI, 2016; ROCHA et al., 2010). Ademais, os LED’s apresentam alta eficiência com 

baixa emissão de calor, grande versatilidade nas combinações das fontes de luz e ausência de 

substâncias tóxicas (OLIVEIRA; BASTOS, 2013; SHARAKSHANE, 2016), além de oferecer 

comprimentos de onda específicos relacionados ao bom funcionamento fotossintético, 

tornando-se alvo de estudos no cultivo in vitro de plantas (SHIN et al., 2008). Dentre essas 

pesquisas, se têm reportado que o uso de lâmpadas LED está significativamente relacionado 

ao incremento da quantidade de clorofila e carotenoides nos tecidos das plantas, assim como, 

maior área foliar e maior número brotos, o que atingiria maiores taxas de multiplicação in vitro 

(LIU et al., 2014; NHUT et al., 2015).  

O uso de sistemas de iluminação eficientes e condições de ventilação dos frascos de 

cultivo podem ser fundamentais para estimular o metabólico bioquímico das plantas em 

condições in vitro que as preparem para aumentar suas chances de aclimatização. Diante disso, 

o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da iluminação LED associado a 

condições de ventilação natural dos frascos no crescimento e desenvolvimento in vitro de 

plantas de L. grata. 
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2. Revisão de Literatura 
 

2.1 Lippia grata Schauer 

 

Lippia grata (Figura 1), é uma espécie da família Verbenaceae, distribuída na Floresta 

Tropical Sazonal Seca, conhecida popularmente como alecrim-de-tabuleiro e alecrim-da-

chapada, assim também é uma planta reconhecida pelas suas propriedades medicinais (BITU 

et al., 2015; CRUZ et al., 2014). Estudos recentes baseados em características quantitativas 

morfológicas e moleculares tem-na denominado como espécie representativa do grupo B da 

Lippia Secção Goniostachyum1, estabelecendo como sinônimos às espécies L. gracilis Schauer, 

L. dumetorum Herzog, L. laxibracteata Herzog e L. hickenii (O’LEARY et al., 2012).  

Trata-se de uma espécie aromática endêmica do Nordeste brasileiro, própria da 

vegetação do semiárido e de terrenos bem drenados, com ocorrência nos estados do Piauí, 

Bahia, Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba e Pernambuco, assim como em regiões específicas 

da Venezuela e da Argentina (Figura 1G) (O’LEARY et al., 2012; PESSOA et al., 2005). A 

espécie está classificada como um subarbusto de caule quebradiço, folhas pubescentes, 

inflorescências frondosas com brácteas apicais fusionadas de coloração branca e frutos 

contendo sementes com reduzido índice de germinação. Ademais, em condições naturais pode 

atingir até os três metros de altura (O’LEARY et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011; MATOS 

et al., 1999). 

Uma característica importante de L. grata radica no óleo essencial originado do 

metabolismo secundário que se acumula nos tricomas glandulares das folhas. Este óleo 

essencial apresenta como princípio ativo compostos fenólicos de timol e carvacrol com (BITU 

et al., 2012) os quais são aproveitados pela indústria farmacêutica uma vez que apresenta 

comprovada atividade antimicrobiana, onde o 60% do óleo extraído possui propriedades 

antifúngicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (ALBUQUERQUE et al., 2006; BITU 

et al., 2014; PESSOA et al., 2005).  

Em muitos casos, popularmente as folhas e flores de L. grata são usadas na forma de 

infusão, administradas oralmente ou através de emplastos para o tratamento de doenças 

dermatológicas (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011; PESSOA et al., 2005).  

                                                             
1 Compreende de plantas que se distinguem pelas numerosas inflorescências axilares e brácteas florais. As 

espécies ocorrem nos Neotrópicos, do México ao norte da Argentina. 
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Figura 1. Lippia grata Schauer, Família Verbenaceae. A: aspecto geral da planta; B: detalhe de 

inflorescência; C: brácteas apicais fundidas na inflorescência; D: folha, superfície adaxial; E: 

pubescência da folha, superfície abaxial; F: pubescência das folhas, superfície adaxial; G: 

distribuição geográfica. De Schinini 19563 (CTES). Ilustração e legenda autorizada por Nataly 

O’Leary (O’Leary et al., 2012). 
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Nesse sentido, o óleo essencial das folhas de L. grata devido ao seu potencial bioativo e de 

importância medicinal (SOARES; TAVARES-DIAS, 2013) faz desta espécie um recurso 

promissor com potencialidades consideradas inclusive anticancerígenas (FERRAZ, 2013). De 

modo que sob um enfoque ecológico e econômico seria importante prevenir o impacto 

antropogênico do habitat natural desta espécie, mas promovendo a obtenção de grandes 

quantidades de plantas em períodos curtos que permitam seu aproveitamento extrativo, tal 

propósito seria favorecido por técnicas biotecnológicas como as do cultivo in vitro de plantas 

(GEORGE; HALL; KLERK, 2008). 

 

2.2 Cultivo in vitro de plantas 

 

O cultivo in vitro de plantas é um conjunto de técnicas biotecnológicas baseadas no 

princípio da totipotência celular2, a qual é a base fundamental da regeneração de plantas por 

meio do cultivo de células vegetais (FREITAS, 2014). Esse princípio consiste em que cada 

célula vegetal possui o potencial genético para regenerar uma planta inteira em resposta a um 

estímulo que promova a sua divisão celular e reprogramação genética (LOYOLA-VARGAS; 

VÁZQUEZ-FLOTA, 2006). Assim,  dentro das técnicas do cultivo in vitro, a micropropagação 

conhecida também como clonagem in vitro (CANHOTO, 2010), tem sido uma estratégia 

fundamental para a propagação de plantas com problemas de reprodução sexual, importância 

ecológica e econômica, já que a partir de um explante cultivado assepticamente num meio 

nutritivo em condições controladas de luminosidade e temperatura, conseguem-se obter 

grandes quantidades de plantas com alta fidelidade genética  (SHARMA, 2017). Esta técnica 

apresenta quatro etapas (Figura 2) propostas por Murashige em 1974, (1) Estabelecimento 

asséptico; (2) Multiplicação; (3) Enraizamento e (4) Aclimatização, as quais ainda seguem 

vigentes nos protocolos de micropropagação. 

O sucesso do cultivo in vitro de plantas, radica no controle dos fatores abióticos (e.g. 

nutricionais e luminosos) e bióticos (e.g. genéticos e hormonais), uma vez que são responsáveis 

de promover plantas sadias com vigor fisiológico e com o potencial quando o enfoque é sua 

multiplicação em larga escala (GEORGE; HALL; KLERK, 2008). No entanto, também 

dependerá de outras séries de fatores como: época do ano, local de coleta, idade ontogênica, 

estádio de desenvolvimento e assepsia dos explantes assim como o controle da entrada de 

agentes externos ao interior dos frascos de cultivo (CANHOTO, 2010; COSTA et al., 2007; 

                                                             
2 Conceito proposto pelo fisiologista Haberlandt em 1902. 
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GEORGE; HALL; KLERK, 2008), sendo isto último um fator associado à presença de 

sintomas de hiperidricidade, que dependendo da espécie, traz como consequência efeitos 

negativos no crescimento e desenvolvimento principalmente na fase de multiplicação e 

enraizamento que evidentemente reduziria suas chances de aclimatização (CHANDRA et al., 

2010; WU; KUO; CHEN, 2018). 

 

 

   

2.2.1 Controle da iluminação no cultivo in vitro 

 

O controle da iluminação das plantas deve considerar três fatores essenciais: o 

fotoperíodo (tempo de exposição), a densidade de fluxo de fótons (quantidade) e os 

comprimentos de onda (qualidade) (IBARAKI, 2016), já que sinergicamente apresentam 

comprovada influencia na espessura foliar, na diferenciação das células do mesofilo, no 

desenvolvimento dos feixes vasculares, na eficiência do mecanismo dos estômatos e na 

biossíntese de metabólitos secundários (LEFSRUD; KOPSELL; SAMS, 2008; NHUT et al., 

2015; ROCHA et al., 2010). 

Nesse sentido, - dependendo da espécie-  a iluminação dos ambientes de cultivo in vitro 

precisam estar regulados em função às necessidades das plantas uma vez que processos 

fotossintéticos e fotomorfogênicos ocorrem entre 20 - 70 µmol m2 s-1 de densidade de fluxo 

fotossintéticos ativos (YEH; CHUNG, 2009) e  400 - 700 nm de comprimento de onda (TAIZ 

et al., 2017), respectivamente, os quais em consequência estimulam o crescimento e 

desenvolvimento de folhas, brotos e raízes, ademais de contribuir à síntese de óleos essenciais 

Indução  

ao brotamento 
Explante 

Multiplicação     

dos brotos  

Enraizamento 

dos brotos  

ESTABELECIMENTO 

  

(1)  

ENRAIZAMENTO 

  

(3) 

MULTIPLICAÇÃO 

  

(2) 

ACLIMATIZAÇÃO 

  

(4) 

SELEÇÃO DA  

PLANTA MÃE 

(0) 

Figura 2. Etapas da micropropagação no cultivo in vitro de plantas. Esquema elaborado por 

ZÁRATE-SALAZAR (2018) baseado nos conceitos de MURASHIGE (1974).  
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de algumas plantas medicinais (ENDO; ARAKI; NAGATANI, 2015; MENGIN et al., 2017; 

SOUZA et al., 2008). 

Dentre os sistemas de controle da iluminação, as lâmpadas fluorescentes têm sido 

frequentemente utilizadas nas salas de crescimento in vitro (ROCHA et al., 2010), no entanto, 

com os avances biotecnológicos surgiram evidências que elas não seriam convenientes para o 

crescimento vegetal já que fornecem comprimentos de onda (entre 350 a 750 nm) com 

similaridade espectral que limitam a produção de cloroplastos e como consequência menor 

produção de pigmentos cloroplastídicos influenciando negativamente o metabolismo 

fotossintético (DARKO et al., 2014; MANIVANNAN et al., 2015; VICTÓRIO et al., 2007). 

Ademais, as lâmpadas fluorescentes apresentam compostos tóxicos como mercúrio e fósforo 

que contribuem à poluição do ar, solo, lençóis freáticos, rios, chuvas, animais e o homem, 

comprometendo a cadeia alimentar, de modo que atualmente é classificada como um 

contaminante químicos ambiental (HOBOHM et al., 2017; MIKAEVA; MIKAEVA; 

GORBUNOV, 2017). 

Ao contrário, os sistemas de iluminação com lâmpadas LED (do inglês, Light Emission 

Diode) têm ganho maior aceitação devido à elevada eficiência de conversão fotoelétrica, 

emissão de comprimentos de onda específicos, baixa produção de calor, flexibilidade de cores, 

regulação da quantidade e qualidade da luz, maior período de vida útil (100 vezes mais que 

lâmpadas fluorescentes) e sobretudo pela ausência de substancias tóxicas (FUJIWARA, 2016; 

LAZZARINI et al., 2017). Por essas vantagens, os LED’s nas últimas décadas estão sendo 

implementados e avaliadas em salas de crescimento in vitro com resultados superiores do 

convencional (CARDARELLI; PIZZINELLI, 2017; KYOUNG-RAN; SEUNG-YEOB, 2017; 

PONCETTA et al., 2017). 

Nesse sentido, a implementação de LED’s facilitou a regulação da quantidade (número 

de LED’s por unidade de área) e qualidade (cor do LED) da luz nos sistemas de iluminação 

(FUJIWARA, 2016), permitindo a regulação dos comprimentos de onda em luz vermelha (620 

– 750 nm) onde se evidenciou maior desenvolvimento do aparato fotossintético e acumulação 

de amido (WU et al., 2007), assim como maior  comprimento das brotações e alongamento 

celular (NHUT et al., 2015); e quando regulado em luz azul (450 – 490 nm) estimulou o 

desenvolvimento dos cloroplastos, síntese de clorofilas, abertura de estômatos e 

fotomorfogênese (MANIVANNAN et al., 2015; NHUT et al., 2015).  
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Experimentos com iluminação LED têm sido testados em diversas espécies com 

respostas fisiológicas esclarecedoras. Por exemplo,  em orquídeas do gênero Doritaenopsis  por 

meio do uso de lâmpadas LED’s, em proporções de azul e vermelho, promoveram o incremento 

dos teores de pigmentos fotossintéticos e crescimento das plantas aumentando a taxa de 

multiplicação dos explantes (SHIN; PARK; PAEK, 2014). Em plântulas in vitro de Achillea 

millefolium L. sob LED’s azuis, apresentaram um aumento na quantidade de raízes 

(comprimento e peso), além de maiores acúmulos de matéria seca da parte aérea 

(ALVARENGA et al., 2015). Em Jatropha curcas L. os LED vermelhos induziram o 

enraizamento em 65% dos brotos conferindo assim uma resposta favorável deste tipo de 

iluminação na indução de enraizamento em condições in vitro (DAUD; FAIZAL; GEELEN, 

2013).  

Em plantas de Rehmannia glutinosa, os  LED’s azul induziram a defesa antioxidante e 

foi diretamente correlacionada com o aprimoramento de compostos fitoquímicos 

(MANIVANNAN et al., 2015). Em Scrophularia takesimensis, os LED’s vermelhos induziram 

a presença de calos na base dos brotos (JEONG; SIVANESAN, 2015). De acordo com Nhut et 

al. (2015) a formação de plantas foi mais eficaz quando os calos embriogênicos foram 

cultivados sob a combinação de 60% de LED vermelho e 40% de LED azul, com uma média 

de 11,21 plântulas por explante. Em cana-de-açúcar (Saccharum spp.), foi observado que as 

melhores taxas de multiplicação e parâmetros de crescimento foram favorecidas pela qualidade 

e quantidade de luz emitida pelos espectros de luz com 80% LED vermelho + 20% LED azul, 

com 80 µmol-2s-1 (FERREIRA et al., 2017). 

Diante do exposto, as plantas cultivadas in vitro podem apresentar diferentes respostas 

fisiológicas dependendo das fontes de iluminação de modo que as plantas alcancem 

características morfológicas e fisiológicas mais adequadas que garantam a aclimatização com 

reduzidos índices de mortandade. 

2.2.2 Controle da ventilação no cultivo in vitro 

 

As plantas -explantes- quando cultivadas em condições in vitro, são expostas a um 

microambiente único dentro de recipientes fechados e assépticos, que se caracterizam 

principalmente por apresentar reduzido intercâmbio gasoso (GEORGE; HALL; KLERK, 

2008), alta umidade relativa, baixa luminosidade  e altos teores de carboidratos e sais minerais 

no meio nutritivo (CANHOTO, 2010). Porém,  como estas condições in vitro são diferentes 

daquelas encontradas num ambiente ex vitro, elas favorecem o desenvolvimento 
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morfofisiológico de algumas anormalidades (COSTA, 2012) as quais maiormente estão 

associadas à reduzida ventilação e elevada umidade relativa interna dos recipientes de cultivo 

(MOHAMED; ALSADON, 2010). Assim, os efeitos negativos morfofisiológicos se expressam 

geralmente nas plantas com excessivos espaços intercelulares no parênquima paliçádico, 

redução do teor de cera epicuticular (CHANDRA et al., 2010) e presença de sintomas de 

hiperhidricidade  (HAZARIKA; BORA, 2010). 

Nesse sentido, a hiperidricidade se define como uma desordem morfofisiológica 

decorrente do elevado teor de água no interior das células e tecidos (KEVERS et al., 2004; 

SAHER et al., 2004), cujos sintomas nas plantas estão caracterizados por apresentar um aspecto 

translúcido, com órgãos de coloração verde pálido, entrenós mais curtos e desenvolvimento de 

microbrotos com folhas pequenas, grossas, frágeis e enrugadas (KLERK; DRIES; KRENS, 

2017; VASCONCELOS et al., 2012), ademais de evidenciar a desorganização dos tilacoides, 

menor número de cloroplastos e como consequência menores teores de pigmentos 

cloroplastídicos (LIU et al., 2017). Então, as plantas com sintomas de hiperidricidade 

geralmente apresentaram um mal funcionamento do mecanismo estomático reduzindo seu teor 

da cera epicuticular nas folhas e como consequência reduzindo também as  possibilidades de 

aclimatização -transição in vitro/ex vitro- pela falta do controle das plantas na regulação da 

perda de água na transpiração em condições ex vitro (BERILLI et al., 2011; GIRARDI; 

PESCADOR, 2010; SHIN; PARK; PAEK, 2014). 

Com o alvo de reduzir os efeitos negativos supracitados, se têm experimentado o cultivo 

in vitro em condições mixotróficas ou autotróficas uma vez que a fonte nutricional, 

principalmente sacarosa, é reduzida ou eliminada do meio nutritivo, porém em compensação 

promovendo o intercâmbio gasoso por meio da ventilação (natural ou forçada) no interior dos 

frascos (HAZARIKA, 2003; MOHAMED; ALSADON, 2010) favorecendo assim o 

metabolismo autônomo das plantas, estimulando maior fixação de CO2, maior regulação 

osmótica e portanto maior desenvolvimento vegetal incrementando as chances de 

sobrevivência quando submetidas em condições de aclimatização (KOZAI, 2010; XIAO; NIU; 

KOZAI, 2011) 

Em plantas de Gevuina avellana (ALVAREZ et al., 2012) se observou que em 

condições de ventilação sob uma intensidade luminosa de 40 µmol m2 s-1 não apresentam 

diferenças significativas em seus teores de pigmentos cloroplastídicos e carboidratos solúveis 
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totais quando submetidas em condições sem ventilação e sob 100 µmol m2 s-1 de intensidade 

luminosa. 

A suplementação de CO2 (ventilação forçada) associado ao aumento da intensidade 

luminosa revelaram que as plantas de Doritaenopsis otimizam as chances de sobrevivência 

durante o processo de transferência a condições de aclimatização (SHIN; PARK; PAEK, 2014). 

Em Solanum tuberosum a ventilação dos frascos mesmo com uma menor concentração de 

sacarosa (< 30g/L) no meio nutritivo promoveu o aumento do entrenós por planta e estimulou 

o incremento de clorofila a, clorofila b e clorofilas totais (MOHAMED; ALSADON, 2010). 

No entanto, outros efeitos positivos já tinham sido reportados para esta espécie uma vez que a 

ventilação forçada e natural incrementou o peso fresco das plântulas 2,4 vezes mais que quando 

cultivadas sem ventilação (KUBOTA; KOZAI, 1992).  

Segundo Lai et al. (2005) a hiperidricidade em culturas de filhotes de Scrophularia 

yoshimurae pode ser evitada por troca gasosa. Por outro lado, em Ipomaea batatas e Nicotiana 

tabacum os estômatos foram mais funcionais em condições de ventilação forçada  (ZOBAYED 

et al., 2000; ZOBAYED; ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2001) 

    2.2.3 Cultivo in vitro de L. grata  

 

L. grata e as espécies que atualmente as sinonimizam como L. gracilis, L. dumetorum, L. 

laxibracteata e L. hickenii (O’LEARY et al., 2012), nas últimas duas décadas, não apresentam 

protocolos de cultivo in vitro  em  micropropagação que tenham sido publicados em artigos 

científicos, à excepção de uma nota prévia publicada para  L. gracilis (MARINHO et al., 2011) 

e artigos publicados para espécies presentes em outros grupos da Secção Goniostachyum como 

L. citriodora (PAPAFOTIOU et al., 2017), L. alba (LUZ et al., 2014), L. graveolens 

(CASTELLANOS-HERNÁNDEZ et al., 2013), L. filifolia (PEIXOTO et al., 2006) e L. 

micromera (CAPOTE et al., 1999).  

Esta falta de protocolos de micropropação para L. grata e espécies do gênero Lippia, não 

têm sido por falta de interesse científico, senão porque na maioria de vezes o enfoque tem 

abordado dois alvos principais: 

a. Taxonômico, uma vez que o gênero Lippia apresenta mais de 200 espécies de ervas, 

arbustos e pequenas árvores com ampla distribuição geográfica que abrange desde o 

Sul de México até o Norte da Argentina, de modo que a busca inicial dos 
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pesquisadores foi entender e agrupar às espécies segundo suas características 

botânicas e de ocorrência geográfica (BITU et al., 2015; O’LEARY et al., 2012; 

PASCUAL et al., 2001; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010); 

b. Medicinal e extrativa, devido aos princípios ativos presentes nos óleos essenciais 

contidos nas folhas, as quais apresentam comprovada atividade antimicrobianas e 

potencial bioativo no tratamento de doenças dermatológicas, parasitológicas e 

inclusive anticancerígenas (BITU et al., 2012, 2014; LEMOS et al., 1990; PASCUAL 

et al., 2001; PESSOA et al., 2005; RAGAGNIN et al., 2014; SANTOS et al., 2015, 

2016; TREVISAN et al., 2016; VERAS et al., 2013).   

No entanto, em base às observações de Palhares Neto et al. 3 do grupo de pesquisa do 

Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais4  (LCTV) evidenciaram uma incidência acima do 

90% de sintomas de hiperidricidade em plantas de Lippia grata estabelecidas in vitro, cujas 

respostas têm sido associadas à falta de ventilação dos frascos e ao sistema de iluminação 

fluorescente. Nesse sentido, se planteou a seguinte pergunta científica: A ventilação dos frascos 

quando associado a um sistema de luz LED permitiria reduzir a incidência da hiperidricidade 

no cultivo in vitro de plantas de L. grata?  

  

                                                             
3 Trabalho intitulado “Controlling hyperhydricity in micropropagated plants of Lippia gracilis (Verbanaceae), a 

native species of a dry seasonal tropical forest with pharmacological potential”, submetida à revista Brazilian 

Journal of Botany, 2017. 
4 Laboratório do Departamento de Química Agrícola da Universidade Federal Rural de Pernambuco.  
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Rustificação in vitro de Lippia grata Schauer:                                                               27 

Iluminação de lâmpadas LED x Ventilação natural. 28 

Resumo 29 

O presente trabalho objetivou avaliar com um enfoque morfofisiológico e bioquímico plantas 30 

de Lippia grata Schauer cultivadas in vitro sob o uso de lâmpadas LED’s associadas à 31 

ventilação natural dos frascos de cultivo. Segmentos nodais abaixo da gema apical com 1 cm 32 

de comprimento de plantas estabelecidas de L. grata foram inoculados em frascos contendo 33 

meio nutritivo MS suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 2,5 g L-1 de phytagel e ajustado a 34 

pH 5,7. Feita a inoculação, com o intuito de controlar a ventilação natural dos frascos, utilizou-35 

se dois tipos de vedação, parcial (com ventilação) e total (sem ventilação), os quais foram 36 

distribuídos aleatoriamente em quatro sistemas de iluminação: LED Vermelha e Azul (5:1); 37 

LED Vermelha e Azul (1:1); LED Branca; e Lâmpadas  Fluorescente com intensidade luminosa 38 

de 60 µmol m−2 s –1. Os explantes foram mantidos em condições de sala de crescimento com 39 

fotoperíodo de 16 horas, com 80±5% de umidade relativa e temperatura de 25±2°C, durante 45 40 

dias, sob um delineamento inteiramente casualizado com arranjo fatorial 4x2 (n=45). Os 41 

parâmetros biométricos, bioquímicos e anatômicos foram analisados no 45° dia. A ventilação 42 

natural foi determinante na redução do número de folhas hiperídricas em um 62%, promoveu 43 

o aumento dos teores de pigmentos cloroplastídicos e carboidratos solúveis totais em 46% e 44 

115%, respectivamente, assim mesmo histologicamente evidenciou uma maior organização 45 

celular da epiderme e do parênquima cortical da nervura principal das folhas. Entre os sistemas 46 

de iluminação o LED Branco apresentou plantas com menor número de folhas hiperídricas 47 

mesmo em frascos sem ventilação com maior número de brotos e raízes. O LED Branco 48 

associado a condições de ventilação natural foi o único sistema de iluminação que promoveu 49 

expressivos aumentos nos teores de clorofila a; clorofila b; clorofila totais (a+b); carotenoides; 50 

carboidratos solúveis totais; e sacarose em 87%; 143%; 102%; 76%; 223% e 116%, 51 

respectivamente, comparado às condições sem ventilação. Perante isto, concluímos que existe 52 

um efeito sinérgico no uso de lâmpadas LED Brancas associadas a condições de ventilação 53 

natural dos fracos no cultivo in vitro de L. grata uma vez que contribuem na redução nos 54 

sintomas de hiperidricidade e estimulam uma maior atividade metabólica expressada através 55 

do aumento dos teores em seus parâmetros bioquímicos. 56 

Palavras-chave: Diodos emissores de luz · Hiperidricidade · Cultura de tecidos vegetais · 57 

Mixotrofia. 58 
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Introdução 59 

Lippia grata Schauer é uma espécie da família Verbenaceae, originária do Nordeste 60 

brasileiro com ampla distribuição na Floresta Tropical Sazonal Seca (Bitu et al. 2015; Cruz et 61 

al. 2014). Recentemente foi sinonimizada com outras 4 espécies; L. gracilis Schauer, L. 62 

dumetorum Herzog, L. laxibracteata Herzog e L. hickenii no grupo B da Lippia Seção 63 

Goniostachium (O’Leary et al. 2012). Trata-se de uma espécie aromática, conhecida 64 

popularmente como alecrim-da-chapada ou alecrim-de-tabuleiro, que apresenta importância 65 

medicinal e asséptica devido às propriedades químicas de seus óleos essenciais, constituídos 66 

principalmente dos derivados fenólicos, timol e carvacrol, presentes nos tricomas das folhas 67 

(Santos et al. 2016; Bitu et al. 2014). 68 

As propriedades dos óleos essenciais apresentam comprovada atividade antifúngica e 69 

antimicrobiana no controle de contaminantes biológicos (Albuquerque et al. 2006; Pessoa et 70 

al. 2005). Ademais, apresenta reconhecida atividade farmacológica no tratamento de doenças 71 

dermatológicas, parasitárias e desordens respiratórias (Trevisan et al. 2016; Gomes, Nogueira, 72 

e Moraes 2011; Matos et al. 1999). Nesse sentido, na busca pelo  aproveitamento  eficiente dos 73 

óleos essenciais, com  reduzido  impacto das ações antropogênicas, se faz conveniente a 74 

aplicação de técnicas biotecnológicas como o cultivo in vitro de tecidos vegetais que 75 

promovam a preservação e propagação de plantas de interesse econômico e ecológico, como 76 

L. grata, com alta fidelidade genética,  conforme tem sido descrito para  outras espécies 77 

(Ferreira et al. 2016; Maluta et al. 2013;George, Hall, e Klerk 2008). 78 

Entre as técnicas que agrupa o cultivo de tecidos in vitro, destaca-se a micropropagação, 79 

uma técnica  que permite obter em curtos períodos e em espaços físicos reduzidos, grandes 80 

quantidades de plantas (Sharma. 2017; Xiao, Niu, e Kozai 2011). Suas aplicações são versáteis 81 

e de grande utilidade em estudos botânicos e agronômicos (Ferreira et al. 2017; Saini et al. 82 

2016), inclusive em estudos celulares e moleculares de plantas de importância econômica e de 83 

uso popular (Ferreira et al. 2017; Alvarenga et al. 2015; Paek, Murthy, e Zhong 2014; Liu et 84 

al. 2014). No entanto, o desenvolvimento das plantas nessas condições artificiais, submetidas 85 

a microambientes com altos percentuais de umidade, baixa irradiância luminosa e reduzida 86 

taxa de trocas  gasosas, muitas vezes favorece a incidência de algumas anormalidades 87 

morfofisiológicas, como a hiperidricidade (Alvarez et al. 2012; Hazarika e Bora 2010),  um 88 

distúrbio morfofisiológico decorrente do elevado teor de água no interior das células e tecidos 89 

associada à alta umidade relativa e a reduzida troca  gasosa (Hazarika e Bora 2010). 90 
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Neste contexto, o controle das condições do ambiente in vitro se faz necessário a fim 91 

de evitar a ocorrência de anormalidades e o comprometimento da produção de mudas. No 92 

controle das condições internas dos recipientes de cultivo, devem ser consideradas a escolha 93 

do tipo de recipiente, os mecanismos de ventilação associados aos tipos de fechamento ou 94 

vedação, a regulação dos compostos que constituem o meio nutritivo (Hazarika e Bora 2010; 95 

Debergh 2003) bem como  a incorporação de compostos químicos que favoreçam a perda de 96 

água nas células (Gao et al. 2017). No controle das condições externas, o controle da 97 

iluminação associada à regulação da sua intensidade (fluxo de fótons) e qualidade 98 

(comprimentos de onda) também contribui para a formação de tecidos vegetais mais 99 

organizados e consequentemente mais funcionais (Darko et al. 2014; Liu et al. 2014), devido a 100 

sua participação fundamental dos processos fotomorfogênicos (Liu et al. 2014; Yeh e Chung 101 

2009). 102 

O adequado controle da iluminação em condições in vitro regula o crescimento, no que 103 

diz respeito à diferenciação das células do mesofilo, desenvolvimento dos feixes vasculares, 104 

eficiência no mecanismo de abertura e fechamento dos estômatos e biossíntese de metabólitos 105 

secundários (Ma et al. 2010; Ouyang et al. 2003). Nesse sentido, o uso de luzes LED’s (diodos 106 

emissores de luz) em comparação às lâmpadas fluorescentes convencionais, são sistemas 107 

eficientes (Sharakshane 2016) uma vez que proporcionam maior controle da quantidade e 108 

qualidade de luz com uma maior eficiência energética (superior ao 50%) e estar livre de 109 

substâncias tóxicas que contaminam o meio ambiente (Mikaeva e Gorbunov 2017; Yeh e 110 

Chung 2009). 111 

Portanto, o uso de lâmpadas LED’s associado à ventilação natural dos frascos de cultivo 112 

poderiam contribuir à rustificação de plantas em condições in vitro, uma vez que ambos os 113 

fatores podem favorecer o desenvolvimento e crescimento de plantas in vitro, permitindo 114 

aumentar as chances de sobrevivência durante a aclimatização (Sharakshane 2016; Chandra et 115 

al. 2010). Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da iluminação 116 

LED, associado à ventilação natural dos frascos durante o crescimento de plantas de Lippia 117 

grata Schauer cultivadas in vitro. 118 

 119 

 120 

 121 
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Materiais e Métodos 122 

Local experimental 123 

 O experimento foi desenvolvido no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais 124 

(LCTV) localizado na Área de Química Agrícola do Departamento de Química, da 125 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife, PE, Brasil. 126 

Inoculação dos explantes 127 

 Segmentos nodais de 1 cm de comprimento abaixo da gema apical foram inoculados 128 

em frascos contento 10 mL de meio nutritivo MS (Murashige e Skoog 1962) com pH ajustado 129 

a 5,7, suplementado com 30 g L-1 de sacarose e 2,5 g L-1 phytagel como agente gelificante. 130 

Ditos frascos foram fechados com dois tipos de vedação e distribuídos em quatro sistemas de 131 

iluminação durante 45 dias em sala de crescimento com 80±5% de umidade relativa, 132 

temperatura de 25±2°C e fotoperíodo de 16 horas. 133 

Ventilação dos frascos 134 

A ventilação natural dos fracos foi controlada por meio de dois tipos de vedação. 135 

Vedação parcial (com ventilação): as aberturas dos frascos foram cobertas com papel filtro 136 

UNIFIL® C40 e imediatamente com papel alumínio com um furo central de 0,5 cm de 137 

diâmetro; Vedação total (sem ventilação): as aberturas dos frascos apenas foram cobertas com 138 

papel alumínio, mas sem furo central. 139 

Sistemas de Iluminação 140 

 O controle da iluminação foi realizado por quatro sistemas de iluminação constituídos 141 

por LVA 5:1 = LED Vermelho e Azul (5:1); LVA 1:1 = LED Vermelho e Azul (1:1); LB = 142 

LED Branco; e FL= Lâmpadas Fluorescentes, o quais foram calibrados a 60 µmol m-2 s-1 de 143 

intensidade luminosa. Ademais, de cada sistema se registrou o espectro de luz típico com 144 

espectrógrafo (Model USB2000, Ocean Optics, USA) (Figura 1:A-D). 145 

Delineamento experimental 146 

O experimento foi conduzido sob um delineamento inteiramente casualizado (DIC) 147 

com arranjo fatorial 4x2, com 3 repetições (15 unidades experimentais por repetição). A 148 

unidade experimental foi constituída por um frasco de cultivo contendo um segmento nodal 149 

inoculado em 10 mL do meio nutritivo supracitado.  150 



36 
 

Análises biométricas 151 

Foram contabilizados o número de brotos, de raízes, de folhas totais e hiperídricas. 152 

Ademais, mensurou-se a massa fresca (g) e a altura de planta (cm), com balança analítica 153 

(Model AUY220, Shimadzu, Japan) e o Software de Imagem ImageJ (Schneider, Rasband, e 154 

Eliceiri 2012), respectivamente.  155 

Quantificação de carboidratos solúveis totais e sacarose 156 

           O teor de carboidratos solúveis totais e sacarose foram determinados a partir de um 157 

único extrato. Foi utilizado 0,1 g de folhas frescas que foram maceradas em 12,6 ml de etanol 158 

a 80%. O extrato foi filtrado em tela de náilon para tubos de ensaio e em seguida armazenado 159 

em refrigerador (10°C) até o momento das análises. A mensuração dos teores de carboidratos 160 

solúveis totais foi realizada de acordo metodologia proposta por Yemm e Willis (1954), com 161 

adaptações de Neto e Barreto (2011).  As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 620 162 

nm e o teor de carboidratos solúveis totais foi expresso em mg g -1 MF. O teor de sacarose foi 163 

mensurado conforme proposto por Handel (1968). As leituras foram realizadas em 164 

espectrofotômetro a 620 nm e o teor de sacarose foi expresso em mg g -1 MF.   165 

Quantificação de proteínas solúveis totais 166 

            Amostras de folhas (0,1 g) foram homogeneizadas em tampão fosfato de potássio 100 167 

mM (pH 7,5) contendo 1% de polivinilpirrolidona (PVP) e 1 mM de ácido 168 

etilenodiaminotetracético (EDTA). Após centrifugação a 10.000 × g e 4 °C durante 15 min, o 169 

sobrenadante obtido foi utilizado para a quantificação espectrofotométrica da proteína solúvel 170 

total, seguindo o método de Bradford (1976), com albumina de soro bovino (BSA) como 171 

padrão, e a quantificação foi realizada em espectrofotômetro UV-Vis a 595 nm. 172 

Análise do teor de pigmentos cloroplastídicos 173 

As análises de clorofila a, clorofila b e carotenoides foram realizada macerando 0,05 g 174 

de folhas frescas em acetona ao 80%. Após a centrifugação (10.000 × g), o sobrenadante foi 175 

utilizado para a quantificação dos pigmentos, por meio de um espectrofotômetro UV-Vis a 663 176 

e 647 nm para as clorofilas e 470 nm para os carotenoides. A concentração de pigmentos foi 177 

calculada de acordo com as equações de  Lichtenthaler e Wellburn (1983). 178 

 179 
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Avaliação qualitativa 180 

Uma vez que não foi possível mensurar a área foliar, qualificou-se a expansão da lâmina 181 

foliar em função do tamanho do seu comprimento, as quais foram classificadas com notas: 1 182 

quando o comprimento foi menor igual a um centímetro (≤1); 2 quando o comprimento estava 183 

entre um e três centímetros (<1:3>); e 3 quando o comprimento foi maior igual a três 184 

centímetros (≥3) (Figura 2).  185 

Análise histológica 186 

 Amostras de folhas inteiras foram coletadas e fixadas em FAA 50 (formaldeído 50%: 187 

ácido acético glacial 50%: etanol 50%), na proporção de 1:1:1, desidratadas em série etanólica 188 

ascendente (70-100%) e infiltradas em parafina, de acordo com Johansen (1940). O material 189 

foi seccionado em micrótomo rotativo para a obtenção de cortes e corados com azul de Alcian 190 

e safranina (Kraus e Arduin 1997). As lâminas foram analisadas em microscópio Olympus 191 

CH30 e registradas digitalmente com câmera fotográfica. 192 

Análise estatística  193 

As variáveis biométricas e bioquímicas foram analisadas estatisticamente com o 194 

software R (R CORE TEAM, 2017). A análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey 195 

(P≤0,05) com pacote agrícolae (Mendiburu 2017), as análises multivariadas dos componentes 196 

principais com os pacotes FactorMineR (Lê, Josse, e Husson 2008) e factoextra (Kassambara 197 

e Mundt 2017), respectivamente. A correlação de Pearson, com o pacote corrplot (Wei e Simko 198 

2017) e os histogramas com o software estatístico GraphPad Prism 6® (2012). As médias da 199 

variável qualitativa, expansão da lâmina foliar, foi avaliada pelo teste não-paramétrico de 200 

Kruskal-Wallis (P≤0,05). 201 

Resultados 202 

Parâmetros de crescimento 203 

Plantas desenvolvidas em condições in vitro sem ventilação exibiram maiores sintomas 204 

de hiperidricidade uma vez que apresentaram maior proporção de folhas hiperídricas pequenas 205 

(<1 cm de comprimento) com aspecto translúcido e enrugado acompanhado de uma alta 206 

incidência de microbrotos (Figura 3B), como o evidenciou a sua alta correlação positiva entre 207 

elas (r=0,86; Tabela 2). No entanto, quando submetidas a ventilação natural (Tabela 1), em 208 
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média, estes sintomas se reduziram em 62% em todos os sistemas de iluminação, apresentando 209 

plantas com folhas mais expandidas e bem mais desenvolvidas (Figura 3A). Ademais, 210 

evidenciamos que a ventilação natural das plantas, independente do sistema de iluminação, 211 

reduziu em média o 27% da massa fresca e um aumento da expansão da lâmina foliar delas.  212 

Com relação aos sistemas de iluminação, o LED Branco mesmo sob condições in vitro 213 

sem ventilação apresentou plantas com menor número de folhas hiperídricas (14,33) o qual 214 

significaria maior número de folhas normais, nesse sentido também exibiu maior número de 215 

brotos (3,92), raízes (4,50), massa fresca (0,33 g) e altura de planta (2,17 cm), situação que não 216 

foi observada nos outros sistemas de iluminação (Tabela 1). A correlação de Pearson entre 217 

parâmetros biométricos permitiu confirmar os efeitos dos sintomas de hiperidricidade nas 218 

plantas em condições in vitro sem ventilação uma vez que evidenciamos uma correlação forte 219 

e positiva entre o número de folha hiperídricas com o número de folhas totais (r=0,95) e o 220 

número de brotos (r=0,85) (Tabela 2). 221 

Teores de carboidratos e proteínas solúveis totais 222 

Os teores de carboidratos solúveis totais e sacarose foram influenciados positivamente 223 

pela ventilação natural in vitro em todos os sistemas de iluminação (Figura 4:A e B). No 224 

entanto, o nível proteico não evidenciou alterações significativas acentuadas (Figura 4C).  225 

Nesse sentido, em condições de ventilação natural os teores de carboidratos solúveis totais 226 

encontradas nas folhas foram de 626,51 mg g-1 MF no LED Branco; 458,76 mg g-1 MF no LED 227 

Vermelho e Azul (5:1); 377,20 mg g-1 MF no LED Vermelho e Azul (1:1); e 351,26 mg g-1 MF 228 

nas Lâmpadas Fluorescentes, que quando comparadas ao obtido nas folhas desenvolvidas em 229 

condições in vitro sem ventilação, representando um aumento do 223%; 60%; 61%; e 80%, 230 

respectivamente (Figura 4A).  231 

Seguindo a mesma lógica, os teores de sacarose produzidos nas folhas sob condições 232 

de ventilação natural in vitro igualmente apresentaram uma tendência aumentativa, porém com 233 

um ordenamento diferente entre os sistemas de iluminação, sendo desta vez 247,96 mg g-1 MF 234 

no LED Vermelho e Azul (5:1); 198,77 nas Lâmpadas Fluorescentes; 162,70 mg g-1 MF  no 235 

LED Branco; e 161,54 no LED Vermelho e Azul (1:1) representando, neste caso, um aumento 236 

do  171%; 187%; 116% e 20%, respectivamente (Figura 4B). Com respeito às correlações de 237 

Pearson (Tabela 2), os teores de carboidratos solúveis totais reportaram correlações negativas 238 

com o número de folhas totais (r= -0,86); número de folhas hiperídricas (r= -0,75); número de 239 

brotos (r= -0,70); e número de raízes (r= -0,64) e correlações positivas com os teores da 240 
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clorofila a (r= 0,72); clorofila b (r= 0,68); clorofilas totais (a+b) (r= 0,86); e carotenoides (r = 241 

0,67). 242 

Teores dos pigmentos cloroplastídicos 243 

As condições de ventilação natural in vitro influenciaram significativamente o aumento 244 

dos pigmentos cloroplastídicos nas plantas em todos os sistemas de iluminação (Figura 5:A-245 

D), destacando-se principalmente o LED Branco uma vez que foram encontrados altos teores 246 

de clorofila a (1,24 mg g-1 MF); clorofila b (0,56 mg g-1 MF); clorofilas totais (a+b) (1,79 mg 247 

g-1 MF) e carotenoides (412,94 mg g-1 MF) que comparado aos teores encontrado nas folhas 248 

em condições in vitro sem ventilação, significou um aumento de aproximadamente 87%; 249 

143%; 102% e 76%, respectivamente (Figura 5:A-D).  Por outro lado, o efeito contrário foi 250 

observado nas lâmpadas fluorescentes, já que em condições in vitro com ventilação natural 251 

comparado às condições sem ventilação, as plantas apresentaram uma redução do 44%; 16% e 252 

30% dos teores de clorofila a (0,42 mg g-1 MF); clorofilas totais (a+b) (0,96 mg g-1 MF) e 253 

carotenoides (220,36 mg g-1 MF), respectivamente (Figura 5: A;C;D). No entanto, apenas 254 

apresentou um aumento do 34% em clorofila b (0,55 mg g-1 MF) (Figura 5B). Por último, 255 

apesar que a razão clorofila a e b (Chl a/b) não tenha seguido uma tendência marcante entre a 256 

interação dos dois fatores em estudo (Figura 5E), calculando a média da razão Chl a/b  das 257 

duas condições de ventilação em cada sistema de iluminação, o ordenamento de maior a menor 258 

foi a seguinte: LED Branco com 2,59; LED Vermelho e Azul (1:1) com 2,09; LED Vermelho 259 

e Azul (5:1) com 2,03 e Lâmpadas Fluorescentes com 1,30.  260 

Análises histológicas 261 

            Visto que não foi possível determinar diferenças histológicas qualitativas entre os 262 

sistemas de iluminação para cada condição de ventilação in vitro (com e sem ventilação). De 263 

modo geral, focamos nas diferenças histológicas qualitativas da nervura principal das folhas 264 

desenvolvidas em condições de ventilação natural e aquelas desenvolvidas sem ventilação in 265 

vitro. Nesse sentido, identificamos que as seções transversais da nervura principal das folhas 266 

de L. gracilis (Figura 6:A-F) apresentaram um formato convexo/côncavo, sistema vascular em 267 

arco aberto com feixes unilaterais e epiderme uniestratificada com células poligonais de 268 

paredes retas ou onduladas na fase adaxial e abaxial. Observamos também a presença de 269 

cutícula delgada, bem como de tricomas tectores e glandulares distribuídos aleatoriamente em 270 

ambas epidermes foliares.  271 
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Ademais, subjacente à epiderme foram observadas células do parênquima cortical 272 

envolvendo o sistema vascular. Sob estas observações foram constatadas diferenças 273 

qualitativas na organização celular dos tecidos foliares de plantas formadas em tubos com 274 

ventilação natural, apresentando uniformidade na morfologia das células dos tecidos 275 

epidérmicos, parenquimáticos e vasculares (Figura 6A-C), enquanto que as folhas provenientes 276 

de plantas cultivadas em tubos sem ventilação, as folhas apresentaram sintomas de 277 

hiperidricidade, como enrolamento do limbo foliar e aspecto vítreo (Figura 3B), 278 

comportamento esse compatível com o que foi observado na organização dos tecidos foliares 279 

do parênquima cortical (Figura 6:D-F) com células apresentando tamanhos irregulares,  280 

paredes celulares onduladas e a camada cuticular aparentemente mais delgada. Os feixes 281 

vasculares se mostraram irregulares, inclusive em algumas amostras apresentaram o floema 282 

colapsado (Figura 6E) demonstrando a influência direta da ventilação, que foi determinante 283 

para o crescimento da espécie em condições in vitro, conforme os parâmetros fisiológicos e 284 

bioquímicos atrelados ao desenvolvimento da planta (Figuras 4 e 5).  285 

Análise multivariada 286 

A análise de componentes principais (ACP) (Figura 7) revelou que aproximadamente 287 

67,8% da variação encontrada no presente estudo pode ser explicada pelos parâmetros de 288 

crescimento e os parâmetros bioquímicos. De forma geral, observamos que a primeira 289 

dimensão agrupou aos tratamentos em função das condições de ventilação, enquanto a segunda 290 

dimensão os discriminou em função dos sistemas de iluminação LED e Fluorescente. Nesse 291 

sentido, os sistemas de iluminação LED Branco , LED Vermelho e Azul (1:1) e LED Vermelho 292 

e Azul  (5:1) associados a condições de ventilação natural foram agrupados no primeiro 293 

componente pelos teores de clorofila a, clorofila b, clorofilas totais (a+b), carotenoides e 294 

carboidratos solúveis totais, as quais apresentaram um maior aporte à variância e uma 295 

correlação negativa perante o aumento da incidência de folhas hiperídricas.  296 

As Lâmpadas Fluorescentes associadas a condições sem ventilação apresentaram uma 297 

influência diretamente proporcional ao número de folhas hiperídricas e os teores de pigmentos 298 

fotossintéticos, porém, quando associado a condições de ventilação natural esta influência foi 299 

inversamente proporcional. Segundo o que se observou no ACP, a interação do LED Branco 300 

associada a condições de ventilação natural promoveram uma maior influência no aumento nos 301 

teores dos pigmentos fotossintéticos como clorofila totais (a+b), carboidratos e uma evidente 302 

redução de folhas hiperídricas.  303 
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Discussão 304 

O ambiente de cultivo in vitro convencional é caracterizado pela elevada umidade 305 

relativa do ar, baixos níveis de irradiância, concentrações de gases e baixas concentrações de 306 

CO2 as quais promovem anormalidades morfofisiológicas como a hiperidricidade (Alvarez et 307 

al. 2012; Hazarika e Bora 2010). Neste trabalho, a má formação do tecido e desorganização 308 

celular produto da hiperidricidade nas condições convencionais in vitro seria consequência da 309 

falta de ventilação natural (Liu et al. 2017; Saher et al. 2004). No entanto, uma vez que as 310 

condições de ventilação são favoráveis as plantas experimentam um maior desenvolvimento e 311 

um aspecto bem mais saudável com uma maior  expansão das folhas, portanto, maior  312 

quantidade de estômatos, maior  difusão de CO2 para o mesofilo foliar e, consequentemente, 313 

maior a taxa fotossintética (Wu, Kuo, e Chen 2018; Alvarez et al. 2012), tal como foi conferido 314 

nos nossos resultados. 315 

 O incremento marcante dos pigmentos cloroplastidiais por efeitos da ventilação natural 316 

dos frascos de cultivo, sugerem um aumento na capacidade fotossintética, corroborando com 317 

dados obtidos por outros autores que avaliaram eficiência da ventilação nos frascos de cultivo 318 

(Alvarez et al. 2012; Iarema et al. 2012; Mohamed e Alsadon 2010; Kitaya et al. 2005). Este 319 

aumento provocado pela ventilação natural foi ainda mais evidente quando associada aos 320 

sistemas de iluminação LED, em que ocorreu  um maior estímulo do crescimento das plantas 321 

com melhor qualidade, e como consequência um melhor metabolismo expressado nos 322 

marcantes aumentos dos teores de clorofilas totais (a+b), clorofila a, clorofila b e carotenoides, 323 

semelhante ao que foi observado na micropropagação de amoreira (Rocha, Oliveira, e 324 

Scivittaro 2013) e videira (Poudel, Kataoka, e Mochioka 2008), batata (Mohamed e Alsadon 325 

2010). Em contrapartida, os pigmentos cloroplastidiais apresentaram uma correlação negativa 326 

inferior ao 60% com o número de folhas hiperídricas (Tabela 2).  327 

A razão Chl a/b é um bom indicador do efeito positivo de uma adequada iluminação 328 

expressada no bom metabolismo fotossintético das plantas uma vez que esta razão se encontre 329 

próxima a três (Streit et al. 2005) como foi evidenciado, neste trabalho, para o  sistema de 330 

iluminação LED Branco.  331 

O incremento significativo na produção de carotenoides, aponta a ativação de moléculas 332 

antioxidantes não enzimáticas, uma vez que os carotenoides possuem a função de preservação 333 

dos fotossistemas através do mecanismo eficiente de dissipação do excesso energia em forma 334 

de calor, evitando o excesso de energia luminosa e formação de moléculas instáveis, como o 335 
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oxigênio singleto (1O2), o que elimina efeitos deletérios nos cloroplastos (Tian et al. 2016; Das 336 

e Roychoudhury 2014). Sendo assim, os carotenoides exerceram o importante papel de 337 

fotoproteção do sistema fotossintético, portanto plantas com maior atividade antioxidante por 338 

efeitos das concentrações dos carotenoides poderiam apresentar maiores chances no processo 339 

de aclimatização (Lin et al. 2013; Cassana et al. 2008).  340 

O aumento da atividade fotossintética resulta em maior produção de fotoassimilados 341 

(Kozai 2010), o que justifica a maior produção de carboidratos observados nas plantas 342 

cultivadas sob ventilação natural. Os carboidratos são acumulados com a finalidade principal 343 

de regulação osmótica, favorecendo a manutenção do turgor celular. Nas plantas, o açúcar 344 

significa fornecimento de energia mediante o processo de oxidação biológica com função de 345 

fornecer energia às células e esqueletos de carbono para a síntese de outros compostos celulares 346 

(Darko et al. 2014; Girardi e Pescador 2010). Neste contexto, em condições de vedação parcial 347 

esses compostos podem ter sido acumulados devido ao aumento na sua biossíntese ou pela 348 

degradação de moléculas maiores, como amido (Santelia e Lawson 2016). Assim, o menor 349 

número de raízes resultante deste tipo de vedação pode também ser um indicativo do 350 

investimento da planta nos tecidos fotossintetizantes, em que a fotossíntese seria o principal 351 

caminho para a absorção de carbono e produção de energia (Alvarez et al. 2012). A menor 352 

proporção nos teores foliares de carboidratos, em condições sem ventilação, pode ser atribuída 353 

à utilização destes pelas plantas, para a manutenção e o crescimento, uma vez que, a menor 354 

disponibilidade e fixação de CO2, interfere no aparato fotoquímico (Deccetti et al. 2008), 355 

conforme observado, e como consequência na atividade fotossintética. Assim para suprir a alta 356 

demanda por fotoassimilados, a planta torna essas reservas disponíveis para os drenos.  357 

Os efeitos benéficos do uso de LEDs na micropropagação de plantas já foram relatados 358 

para várias espécies, onde a qualidade do espectro de luz pode contribuir para as diferentes 359 

respostas de crescimento em plantas cultivadas in vitro, com melhorias no crescimento, 360 

desenvolvimento e na produção de compostos do metabolismo primário e secundário (Ferreira 361 

et al. 2017; Manivannan et al. 2015; Sabzalian et al. 2014; Rocha, Oliveira, e Scivittaro 2013; 362 

Ma et al. 2010; Lefsrud, Kopsell, e Sams 2008; Poudel, Kataoka, e Mochioka 2008). A luz, 363 

neste sentido, é um sinal ambiental primordial para o desenvolvimento das plantas, 364 

desempenhando um papel fundamental, direta ou indiretamente na regulação do 365 

desenvolvimento e crescimento vegetal (Alvarenga et al. 2015; Nhut et al. 2015; Stefano e 366 

Rosario 2003). 367 
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 De acordo com Jao e Fang (2004) a mistura da cor vermelha (620 – 750 nm), verde (525- 368 

555 nm) e azul (450 – 490 nm) permite fornecer as plantas uma fonte de luz ajustada às 369 

necessidades delas, uma vez que a luz vermelha está associada ao desenvolvimento do aparato 370 

fotossintético e acumulação de amido, ademais também ao comprimento das brotações e 371 

alongamento das células nas espécies vegetais (Wu et al. 2007; Nhut et al. 2015). A luz azul à 372 

síntese de clorofilas, desenvolvimento do cloroplasto, abertura de estômatos e fotomorfogênese 373 

(Nhut et al. 2015; Manivannan et al. 2015). Agora, segundo Folta e Maruhnich (2007) indicam 374 

que os sistemas sensoriais da luz verde das plantas ajusta o desenvolvimento e o crescimento 375 

na orquestração com sensores vermelhos e azuis. 376 

O espectro relativo do sistema de iluminação LED Branco foi o único que apresentou 377 

comprimentos de onda nas regiões do vermelho, azul e verde (Figura 1). Nesse sentido, sugere-378 

se que as respostas encontradas nas plantas de L. grata por efeito do LED Branco associado à 379 

ventilação natural, seriam favoráveis do ponto de vista biométrico e bioquímico como 380 

consequência da sinergia dos três comprimentos de onda intrínsecos deste sistema de 381 

iluminação uma vez que existem evidências que o uso proporcional entre estes comprimentos 382 

de onda favorecem o metabolismos das plantas com respostas ao nível biométrico e bioquímico 383 

(Alvarenga et al. 2015; Jeong e Sivanesan 2015; Daud, Faizal, e Geelen 2013). 384 

A redução da incidência dos sintomas de hiperhidricidade sob condições de ventilação 385 

natural evidenciou claramente que estas anormalidades morfofisiológicas podem ser 386 

controladas no cultivo  in vitro, sendo reduzidas ou prevenidas, conforme foi verificado por 387 

Mohamed e Alsadon (2010) e Deccetti et al. (2008). O fornecimento de ventilação dos frascos 388 

de cultivo permitem o enriquecimento de trocas gasosas e reduzem a umidade relativa, 389 

estimulando o aumento da transpiração, a absorção de água e nutrientes pelo explante, 390 

influenciando diretamente no desenvolvimento vegetativo (Kozai 2010), tal como foi 391 

verificado neste trabalho. 392 

Os estudos histológicos também evidenciaram o efeito negativo da vedação total uma 393 

vez que a organização celular da epiderme e das células do parênquima cortical foram 394 

claramente afetadas em plantas com sintomas de hiperhidricidade. Segundo, Hazarika e Bora 395 

(2010); Apel e Hirt (2004); e Kevers et al. (2004)  estas alterações podem afetar às estruturas 396 

dos estômatos e à organização celular do mesofilo comprometendo os processos fisiológicos 397 

vitais como a fotossíntese. Ademais, a ineficiência do mecanismo estomático poderia acarretar 398 

a desidratação dos tecidos e levar à morte da planta na etapa da aclimatização (Liu et al. 2014; 399 

Vieira et al. 2015; Palma et al. 2011; Chandra et al. 2010; Deccetti et al. 2008). 400 
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Conclusões 401 

  Os sistemas de iluminação LED associado às condições de ventilação natural promove 402 

o aumento dos teores de pigmentos cloroplastídicos e carboidratos solúveis totais em até mais 403 

do 100% e reduz em 50% a incidência de folhas com sintomas de hiperhidricidade; 404 

A ventilação natural dos frascos de cultivo favorece o desenvolvimento normal das 405 

células da epidermes, parênquima cortical e feixes vasculares presentes na nervura principal 406 

das folhas, reduzindo consideravelmente o aparecimento de tecidos hiperídricos; 407 

O sistema de iluminação LED Branco promove a menor incidência de folhas 408 

hiperídricas, favorecendo o aumento de folhas normais, brotos e raízes. Foi o único sistema de 409 

iluminação que esteve mais associado aos altos teores de clorofilas e carboidratos solúveis 410 

totais, ademais conseguiu um equilibro da razão clorofilas a e b (Chl a/b) próximo ao observado 411 

em condições naturais de boa iluminação;  412 

As Lâmpadas Fluorescentes em condições sem ventilação são responsáveis da 413 

incidência de plantas com sintomas de hiperhidricidade, apresentando folhas frágeis com 414 

baixos teores bioquímicos, induzindo a desorganização celular da epiderme e do parênquima 415 

cortical da nervura principal das folhas; 416 

Existe efeito um efeito sinérgico entre os sistemas de iluminação e a ventilação natural 417 

dos frascos de cultivo, promovendo o crescimento e desenvolvimento normal de plantas de L. 418 

grata no cultivo in vitro que podem aumentar as chances de sobrevivência em fase de 419 

aclimatização.  420 
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Tabela 1 Parâmetros biométricos aos 45 dias de cultivo in vitro de Lippia grata Schauer submetido a diferentes sistemas de iluminação associado 

a condições de ventilação. 

Ventilação x                 

Sistema de iluminação 

N° de folhas 

totais 

N° de folhas     

hiperídricas 

N° de       

brotos 

N° de 

raízes 

Massa        

fresca (g) 

Altura de        

planta (cm) 

Expansão da 

lâmina foliar* 

S
em

 v
en

ti
la

çã
o

 

LED Vermelha 83% 20,50 ±0,14 bA 18,50 ±0,14 aA 3,74 ±0,01 bA 3,22 ±0,11 bA 0,43 ±0,02 aA 1,36 ±0,02 dB 2,75 aA 

LED Vermelha 50% 23,65 ±0,20 aA 19,83 ±0,10 aA 3,22 ±0,02 cA 3,15 ±0,20 bA 0,23 ±0,01 cA 1,81 ±0,04 bA 1,78 cB 

LED Branca 21,17 ±0,10 bA 14,33 ±0,19 bB 3,92 ±0,05 bA 4,50 ±0,29 aA 0,33 ±0,01 bA 2,17 ±0,03 aA 1,67 dB 

Fluorescente Branca 23,00 ±0,19 aA 19,56 ±0,25 aA 4,83 ±0,10 aA 4,50 ±0,17 aA 0,29 ±0,01 bA 1,65 ±0,03 cB 2,33 bB 

C
o

m
 v

en
ti

la
çã

o
 

LED Vermelha 83% 12,40 ±0,23 cB   7,25 ±0,43 bB 2,22 ±0,02 bB 2,37 ±0,02 bB 0,30 ±0,02 aB 1,55 ±0,02 bA 2,55 aB 

LED Vermelha 50% 13,25 ±0,14 bB   3,63 ±0,51 cB 1,94 ±0,04 cB 2,83 ±0,10 abB 0,18 ±0,01 cB 1,55 ±0,02 bB 1,93 cA 

LED Branca 12,35 ±0,14 cB   6,63 ±0,79 bB 2,50 ±0,10 aB 3,06 ±0,06 aB 0,24 ±0,01 bB 1,65 ±0,03 bB 2,30 bA 

Fluorescente Branca 14,45 ±0,20 aB   9,50 ±0,29 aB 2,30 ±0,06 abB 3,25 ±0,14 aB 0,21 ±0,01 bcB 2,56 ±0,06 aA 2,55 aA 

CV (%) 1,72 5,60 3,21 8,11 1,08 3,11 - 

Letras diferentes, minúsculas para os sistemas de iluminação e maiúsculas para as condições de ventilação, indicam diferenças significativas (P ≤ 0,05) de acordo com o 

teste de Tukey. Média ± SE (n = 3). (*) Variável qualitativa, teste de Kruskall-Wallis (P ≤ 0,05). 
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Tabela 2 Coeficientes da correlação de Pearson para os parâmetros biométricos e bioquímicos das plantas de L. grata aos 45 dias de cultivo in 

vitro submetido a diferentes sistemas de iluminação associado a condições de ventilação. 

 NF FH NB NR MF AL CB SC PT CHLA CHLB CHLT RAB CAR 

NF 1                           

FH 0,95*** 1                         

NB 0,86*** 0,85*** 1                       

NR 0,65***  0,54**   0,80*** 1                     

MF   0,41*  0,53** 0,58** 0,24n.s. 1                   

AL  0,01n.s. -0,04n.s.  -0,08n.s. 0,29n.s. -0,36n.s. 1                 

CB -0,86*** -0,75***  -0,70*** -0,64*** -0,32n.s. -0,20n.s. 1               

SC -0,80*** -0,70***  -0,87*** -0,79***  -0,46* 0,09n.s. 0,67*** 1             

PT 0,07n.s. -0,09n.s. -0,28n.s. -0,04n.s. -0,65*** 0,38n.s. 0,04n.s. 0,04n.s. 1           

CHLA -0,53** -0,55** -0,37n.s. -0,38n.s. -0,28n.s. -0,49* 0,72*** 0,35n.s. 0,13n.s. 1         

CHLB -0,70*** -0,61** -0,56**  -0,42*  -0,50* 0,00n.s. 0,68***   0,46* -0,05n.s. 0,24n.s. 1       

CHLT -0,70*** -0,69*** -0,52**  -0,48*  -0,42* -0,41* 0,86***   0,47* 0,09n.s. 0,94*** 0,57** 1     

RAB 0,09n.s. -0,03n.s.   0,10n.s. 0,11n.s.  0,11n.s. -0,21n.s. 0,02n.s. -0,04n.s. 0,22n.s. 0,54** -0,64*** 0,23n.s. 1   

CAR -0,53**  -0,59**  -0,39n.s. -0,31n.s.  -0,49* -0,47* 0,67*** 0,27n.s. 0,18n.s. 0,89***  0,50* 0,93*** 0,25n.s. 1 

               

 

           ·Significância· 
*** Significativo nos níveis de 0,001 

  ** Significativo nos níveis de 0,01 

    * Significativo nos níveis de 0,05 

n.s. Não significativo 

 

 

 

 

 

  ·Parâmetros biométricos· 
NF=N° de folhas totais; 

FH= N° de folhas hiperídricas; 

NB= N° de brotos; 

NR= N° de raízes; 

MF= Massa fresca (g); 

AL= Altura de planta (cm).  

s 

 

       ·Parâmetros bioquímicos· 
CB=Carboidratos solúveis totais (mg g-1 MF);  

SC= Sacarose (mg g-1 MF); 

PT=Proteínas solúveis totais (mg g-1 MF); 

CHLA=Clorofila a (mg g-1 MF); 

CHLB= Clorofila b (mg g-1 MF); 

CHLT=Clorofilas totais (a+b) (mg g-1 MF); 

RAB=Razão de clorofila a/b (mg g-1 MF); 

CAR=Carotenoides (mg g-1 MF). 
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Figura 1 Distribuição espectral de energia relativa dos sistemas de iluminação LED e 

fluorescente. A= LED Vermelha e Azul (5:1); B=LED Vermelha e Azul (1:1); C= LED Branca; 

D= Fluorescente branca. 
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Figura 2 Classificação qualitativa da expansão da lâmina foliar. (3) maior a três centímetros; 

(2) intermediário entre um e três centímetros; (1) menor que um centímetro.  
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Figura 3 Características qualitativas visuais das plantas de L. grata aos 45 dias de cultivo in 

vitro desenvolvidas com ventilação natural (A) e sem ventilação (B). Barra=1 cm. 
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Figura 4 Teores de carboidratos e proteínas solúveis totais em plantas de L. grata aos 45 dias 

de cultivo in vitro. Letras diferentes, minúsculas para os sistemas de iluminação e maiúsculas 

para as condições de ventilação, indicam diferenças significativas (P ≤ 0,05) de acordo com o 

teste de Tukey. Média ± SE (n = 3). 
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Figura 5 Teores dos pigmentos cloroplastídicos em plantas de L. grata aos 45 dias de cultivo 

in vitro. Letras diferentes, minúsculas para os sistemas de iluminação e maiúsculas para as 

condições de ventilação, indicam diferenças significativas (P ≤ 0,05) de acordo com o teste de 

Tukey. Média ± SE (n = 3). 
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Figura 6 Seções transversais da nervura principal das folhas de L. grata desenvolvidas com 

ventilação natural (A-C) e sem ventilação (D-E), respectivamente. AD = epiderme adaxial; 

AB= epiderme abaxial; FL= floema; XL= xilema; FA= feixes acessórios; PC= parênquima 

cortical; TT = tricoma tector; TG= tricoma glandular. Barras: 10 µm. 
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Figura 7 Análises de Componentes Principais (ACP). NF: número de folhas totais; FH: 

número de folhas hiperhídricas; NB: número de brotos; NR: número de raízes; MF: Massa 

fresca; AL: altura de planta; ELF: expansão da lâmina foliar; CHLA: clorofila a; CHLB: 

clorofila b; CHLT: clorofilas totais (a+b); RAB: razão de clorofilas (a/b); CA: carotenoides; 

CB: carboidratos solúveis totais; SC: sacarose; e PT: proteínas solúveis totais.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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De acordo com os resultados obtidos, observamos que: 

 O uso da ventilação dos frascos (ou tubos de ensaio) por meio da vedação parcial, 

descritas neste experimento, para o cultivo in vitro de Lippia gracilis Schauer pode reduzir até 

mais do 50% da incidência de folhas hiperhídricas e como consequência estimular a produção 

de pigmentos cloroplastídicos assim como de teores de carboidratos solúveis totais até em 

100% os quais poderiam aumentar as chances de sobrevivência em condições de aclimatização 

uma vez que seriam plantas com maior atividade fotossintética e regulação osmótica; 

 Os sistemas de luzes LED proporcionaram maior regulação da relação de clorofilas a e 

b, em comparação com a luz fluorescente, de modo que evidenciaria uma maior atividade e 

organização fotossintética das plantas em condições in vitro. Ademais, conferimos que as luzes 

LED foram muito mais sinérgicas com a vedação parcial, destacando-se nesse sentido o LED 

Branco; 

 Em experimentos similares, seria recomendável testar a sobrevivência das plantas em 

fase de aclimatização de modo que permita confirmar o efeito da rustificação das plantas por 

efeito da ventilação dos frascos. 

  

  

  

  

 

 

 

 

 

  



64 
 

NORMAS DA REVISTA 

 

 

Nome da revista:  

In Vitro Cellular & Developmental Biology – Plant (IVP) 

Link de acesso:  

https://goo.gl/kycxUW 

Qualis-CAPES:  

B1 em Biodiversidade. 

 

https://goo.gl/kycxUW

