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RESUMO 
 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Agrobiologia 

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil. 
  

Verbena litoralis KUNTH (VERBENACEAE) 
MICROPROPAGAÇÃO, ESTAQUIA E ANÁLISE DE FLAVONÓIDES 

E CUMARINAS 

 
AUTORA: Rosiana Bertê 

ORIENTADORA: Melânia Palermo Manfron 
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 31 de julho de 2013 

 
A espécie Verbena litoralis Kunth é conhecida popularmente como erva-de-pai-

caetano ou gervãozinho do campo, e no sul do Brasil é utilizada como desintoxicante, 

antifebril e em diarréias. O objetivo do presente trabalho foi estudar a propagação 

vegetativa, através da micropropagação e estaquia de V. litoralis, avaliar os parâmentros 

fisiológicos como fluorescência da clorofila a, pigmentos fotossintéticos e identificar os 

compostos fitoquímicos presentes no extrato das plantas obtidas in vitro após a 

aclimatização das mesmas. O experimento de micropropagação foi realizado utilizando 

MS completo, acrescido de 0,1 ml L-1 de fungicida (Carbendazim®), 30 g L-1 de sacarose, 

6,0 g L-1 de ágar e quatro combinações de 6-Benzilaminopurina (BAP) e ácido 

naftalenoacético (ANA): 0; 1,0; 2,0; 4,0 e 0; 0,1; 0,2; 0,4 mg L-1, respectivamente, e 

presença ou ausência de carvão ativado (1 mg L-1). As plantas obtidas in vitro foram 

transferidas para copos descartáveis e mantidas em sala de crescimento durante todo o 

experimento com temperatura de 25º ± 2ºC e fotoperíodo de 16 horas. A análise 

fitoquímica no extrato das partes aéreas e raízes de V. litoralis, obtido por maceração 

hidroetanólica, foi realizada por CLAE e detectou porcentagens de rutina próximos de 

4,76%, quercetina 9,18% e cumarina 0,031%. Na micropropagação, a ausência de BAP e 

ANA, proporcionou uma porcentagem de 21% de plantas formadas. As plantas 

aclimatizadas apresentaram desenvolvimento homogêneo já que todas foram submetidas 

ao mesmo tipo de substrato e temperatura. 

 



 
 

Palavras-chave: Verbena; Cultivo in vitro; Estaquia; Fluorescência; Metabólitos 

secundários.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
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Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil. 
 

Verbena litoralis Kunth (VERBENACEAE) 
MICROPROPAGATION, CUTTING AND ANALYSIS AND 

FLAVONOIDS AND CUMARINS 
 

AUTHOR: Rosiana Bertê 
ADVISOR: Melânia Palermo Manfron 

Date and Place of Defense: Santa Maria, july 31, 2013.  
 

The species Verbena litoralis Kunth is popularly known as wort or father-caetano 
gervãozinho field, and southern Brazil is used as detoxifying, antipyretic and diarrhea. The 
aim of this study was to vegetative propagation through cuttings and micropropagation of 
V. litoralis, evaluate the physiological parameter settings as chlorophyll fluorescence, 
photosynthetic pigments and identify the phytochemical compounds present in the extracts 
of plants obtained in vitro after acclimatization of the same. The experiment was conducted 
using micropropagation complete MS plus 0.1 ml L-1 fungicide (carbendazim®), 30 g L-1 
sucrose, 6.0 g L-1 agar and four combinations of 6-benzylaminopurine (BAP) and 
naphthaleneacetic acid (NAA): 0, 1.0, 2.0, 4.0 and 0, 0.1, 0.2, 0.4 mg L-1, respectively, and 
presence or absence of coal enabled (1 mg L-1). The plants obtained in vitro were 
transferred to disposable cups and kept in a growth chamber throughout the experiment 
with a temperature of 25 ± 2 º C and 16 hours photoperiod. The phytochemical analysis of 
the extract of the aerial parts and roots of V. litoralis, obtained by maceration hydroethanol 
was performed by HPLC and detected percentages of near 4.76% rutin, quercetin 9.18% 
and 0.031% coumarin. In micropropagation, the absence of BAP and NAA led to a 
percentage of 21% of grown plants. The acclimatization showed homogeneous 
development since all were subjected to the same substrate type and temperature.  
 
Keywords: Verbena; Cultivation in vitro; Cutting; Fluorescence; Secondary metabolites. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

 

A biotecnologia tem atraído a atenção entre as novas tecnologias, e tem provado ter 

potencial para gerar riquezas e influenciar setores importantes da economia. Esta área tem 

influenciado significativamente a saúde, produção e processamento de alimentos, 

agricultura, florestas, proteção do meio ambiente, e produção de materiais e substâncias 

químicas (GAVRILESCU; CHISTI, 2005).   

Dentro da área biotecnológica, a cultura de tecidos se destaca como uma importante 

ferramenta para a preservação de espécies vegetais, propagação comercial de plantas, e 

contribui com estudos bioquímicos servindo como uma alternativa para a produção in vitro 

de metabólitos secundários (ABREU, 1998; FUMAGALI et al., 2008). 

As etapas de crescimento, desenvolvimento e estádios fenológicos das espécies 

vegetais, podem causar alterações bioquímicas e fisiológicas no metabolismo primário e 

secundário modificando a síntese e concentração das substâncias ativas (TAIZ; ZEIGER, 

2004). A utilização de plantas medicinais na medicina tradicional torna importante o 

conhecimento das substâncias biologicamente ativas presentes nas espécies, incluindo 

aspectos qualitativos e quantitativos.  

A presença dos metabólitos secundários nas plantas fez com que estas fossem 

utilizadas há séculos na medicina popular. Atualmente, os princípios ativos naturais são 

utilizados em medicamentos, cosméticos, matéria-prima para indústria e recentemente 

como nutracêuticos (AMARAL et al., 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2008; YUNES; 

CHECHINEL-FILHO, 2001).  

Nos países ocidentais, onde a síntese química é a base da indústria farmacêutica, 

25% das moléculas alvo são originalmente isoladas de plantas (BARREIRO, 1991; 

VIEGAS JR et al., 2006).  

Verbena litoralis (verbenaceae) é uma espécie medicinal conhecida como erva-de-

pai-caetano ou gervãozinho do campo, encontrada na Cadeia do Espinhaço, em Minas 

Gerais, Chapada Diamantina, na Bahia (SALIMENA-PIRES; GIULIETTI, 1998), além de 

ser encontrada em locais de pastagens no Estado do Rio Grande do Sul (FREITAS et al., 

2010). Popularmente, é utilizada como desintoxicante do organismo, em diarréias e 

desordens gastrintestinais e também por suas propriedades antifebris. Estudos fitoquímicos 

realizados por Souza et al. (2005), demonstraram que as partes aéreas de V. litoralis 
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apresentam constituintes químicos como flavonóides, cumarinas, saponinas, taninos e 

heterosídeos cardiotônicos. De acordo com Li (2003) e Cáceres (1999) também é atribuido 

a esta planta, atividade antimicrobiana, antioxidante e ativadora do fator de crescimento 

neural. 

Em estudos realizados com Verbena officinalis, Woodword (1997) e Brandel e 

Schütz (2003), mostraram que além da importante atividade medicinal dessa espécie 

observaram que a distribuição geográfica e sobrevivência da espécie é dificultada pelas 

flutuações climáticas e dormência das sementes.  

O cultivo in vitro de plantas torna-se um método alternativo para a propagação de 

plantas com valor medicinal e que são especialmente vulneráveis às alterações climáticas 

(ROUT; SAMANTARAY, 2000; NAIKA; KRISHNA, 2008). Este tipo de cultivo é uma 

alternativa de propagação vegetativa amplamente estudada e difundida nas mais diversas 

espécies vegetais. Entre suas vantagens estão à possibilidade de obtenção de várias plantas 

a partir de um explante inicial, independentemente da estação do ano; redução do tempo e 

da área necessária à propagação da espécie; melhores condições sanitárias e reprodução de 

espécies que produzem poucas sementes ou que tenham baixa germinação (ERIG; 

SCHUCH, 2005). 

Neste tipo de cultivo, as plantas são submetidas à alta umidade relativa do ar, baixa 

irradiação, baixo teor de gás carbônico e a presença de açúcares e reguladores de 

crescimento no meio de cultivo (KADLECEK et al., 2003) e estas condições podem 

interferir no desenvolvimento dos processos fotossintéticos. Neste caso é interessante 

avaliar a cinética de emissão da fluorescência das clorofilas, que indica a performance 

fotossintética das plantas, pois reflete mudanças na organização e funcionamento das 

membranas dos tilacóides (OUZONIDOU; ILIAS, 2005). 

Os metabólitos secundários são os princípios ativos responsáveis pelos efeitos 

terapêuticos e biológicos das plantas e tem sua produção e concentração influenciadas por 

fatores ambientais e fisiológicos, sendo este um dos principais obstáculos ao seu 

processamento nas indústrias de fitomedicamentos e cosméticos (LIMA et al., 2003; 

ZARONI et al., 2004).  

O objetivo do presente trabalho foi estudar a propagação vegetativa, através da 

micropropagação e estaquia, de Verbena litoralis, avaliar os parâmetros fisiológicos como, 

fluorescência da clorofila a, pigmentos fotossintéticos e identificar os compostos 



18 
 

fitoquímicos presentes no extrato das plantas obtidas in vitro após a aclimatização das 

mesmas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

2.1 Família Verbenaceae 
 

 

A família Verbenaceae possui ampla distribuição geográfica, e apresenta cerca de 

34 gêneros e 1.175 espécies (APG III, 2009), que são encontradas especialmente, nas 

regiões tropicais, subtropicais e temperadas do hemisfério Sul, estando menos 

representadas no hemisfério Norte. Seus representantes apresentam hábito variado, desde 

árvores de grande porte (Tectoma grandis L.) até ervas (Verbena officinalis L.) 

(METCALFE; CHALK, 1972).  

Troncoso (1974), estudando os gêneros de Verbenaceae da América do Sul 

extratropical, subdividiu a família em duas subfamílias a Verbenoideae com 32 gêneros 

distribuídos em seis tribos, Verbenaceae, Lantaneae, Privaeae, Petreae, Citharexyleae e 

Casselieae. A subfamília Viticoideae, representada por seis gêneros e quatro tribos, 

Callicarpeae, Viticeae, Clerodendreae e Parodiantheae. No Sul do Brasil estão presentes 16 

gêneros de diferentes tribos, exceto as tribos Privaeae e Parodiantheae.  

Para a flora do Rio Grande do Sul são mencionados os gêneros: Aegiphila Jacq., 

Aloysia Palau,  Bouchea Cham.,  Casselia Nees & C. Mart.,  Citharexylum L., 

Clerodendrum L., Duranta L., Glandularia J.F. Gmel., Lantana L., Lippia L., Phyla Lour., 

Stachytarpheta Vahl, Verbena L., Verbenoxylum Tronc. e Vitex L. (RAMBO, 1965; 

TRONCOSO, 1974). Segundo Salimena et al. (2013), Casselia não tem representantes 

nativos na região sul do Brasil. Os gêneros Aegiphila, Clerodendrum e Vitex foram 

transferidos para a família Lamiaceae, conforme a classificação baseada em morfologia, 

anatomia e sequenciamento genético (CANTINO, 1992; THORNE, 1992; WAGSTAFF; 

OLMSTEAD, 1997).  

As espécies possuem habitat diversificado, podendo ser encontradas em campos, 

beira de estrada, lavouras ou mata e em solo rochoso, seco, úmido, charcos ou banhados 

(BUENO; LEONHARDT, 2011). No estudo realizado por Freitas et al. (2010), foram 

encontradas em pastagens no estado do Rio Grande do Sul, algumas espécies da família 

Verbenaceae destacando-se Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc., Glandularia 
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peruviana (L.) Small, Glandularia tenera (Spreng.) Cabrera, Glandularia thymoides 

(Cham.) N. O’Leary, Lantana camara L., Lippia arechavaletae Moldenke e Verbena 

litoralis Kunth. 

Algumas espécies do gênero Pétrea (viuvinha), Lantana (chumbinho) e Amosonia 

(RIBEIRO et al., 1999) são indicadas para ornamentação e outras também utilizadas na 

conservação ambiental cujos frutos servem de alimento para a avifauna (LORENZI; 

SOUZA, 1999; SANCHOTENE, 1989; LEONHARDT et al., 2002).  

De acordo com Ribeiro (1999) as plantas da família verbenácea são em geral, ervas 

perenes, com ou sem xilopódio, subarbustos, arbustos, árvores, raras lianas. As folhas são 

opostas ou subopostas e verticiladas, geralmente simples, às vezes palmadas. As 

inflorescências são cimosas ou racimosas, congestas ou laxas. As flores apresentam formas 

variadas, com o cálice apresentando cinco lobos persistentes, a corola apresentando quatro 

ou cinco lobos, às vezes bilabiada, formando um tubo distinto. O fruto é drupa ou 

esquizocarpo com 1 a 4 sementes, raramente cápsula bivalvada. Na fase jovem, o ovário 

apresenta placenta parietal, que se projeta para o centro onde se une completamente ou 

incompletamente, formando neste caso uma fenda mediana no pirênio da drupa. A 

polinização das flores é feita por insetos e aves, e a dispersão por animais e, em alguns 

casos pelo vento.  

A família tem ampla aplicabilidade medicinal, sendo algumas espécies herbáceas e 

arbustivas empregadas na etnobotânica, usadas como remédio ou como aromáticas (FONT 

QUER, 1978; RUDDER, 1997), podendo ser utilizadas na forma de infusão pela 

população, como é o caso de Lippia alba (erva-cidreira) e Stachytarpheta cayennensis 

(jervão) (RIBEIRO et al., 1999). 

A família Verbenaceae se destaca pelo potencial medicinal, alguns de seus 

representantes são utilizados popularmente por suas propriedades digestivas (AGRA et al., 

2007; 2008; BONZANI et al., 2003; LEITÃO et al., 2009), antidiabética (DORNAS et al., 

2009) antimalárica (FROELICH et al., 2008; MARIATH et al., 2009), antiúlcera e anti-

inflamatória (JESUS et al., 2009), em odontologia (OLIVEIRA et al., 2007), em cosmética 

(BIAVATTI et al., 2007).  

Um estudo de bioatividade com extratos aquosos de 55 espécies de Verbenaceae, 

mostrou índices de letalidade frente à Artemia salina significativos para alguns gêneros, 

principalmente Clerodendrum, Verbena, Stachytarpheta e Vitex, onde os valores de CL 50 

(Dose letal mediana) foram menores que 1000 µg/mL (OLIVEIRA  et al., 1992). 
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Os iridóides e os feniletanóides glicosídicos estão entre os principais metabólitos 

secundários presentes nas Verbenáceas, juntamente com terpenóides, flavonóides, 

saponinas, quinonas e alcalóides apresentando um vasto espectro de atividades biológicas 

(VANDRESEN, 2005). 

Os feniletanóides são compostos fenólicos geralmente derivados do ácido cinâmico, 

ácido p-cumárico, ácido caféico, ácido ferúlico e ácido sinápico, podendo existir sob as 

formas isoméricas cis e trans, sendo que os mais encontrados na natureza possuem 

conformação trans e são os mais estáveis (SIMÕES et al., 2004). Para esta classe de 

metabólito secundário, destacam-se as atividades antibacteriana, antialimentar, citotóxica e 

anti-inflamatória, inibidores de atividades enzimáticas (SCHAPOVAL et al., 1998; 

SKRZYPEK et al., 1999), e auxiliar no controle da hipertensão arterial (GHISALBERTI, 

2000). 

Na espécie V. officinalis foi isolado um novo triterpeno derivado do ácido ursólico, 

onde o extrato clorofórmico das partes aéreas desta planta apresentou atividade anti-

inflamatória (CATALÁN et al.,1983; DEEPAK; HANDA, 1998). 

 

 

2.1.1 Verbena litoralis Kunth 

 

 

Verbena litoralis (Figura 1) caracteriza-se por seu caule quadrangular, folhas ovadas, 

ovado-lanceoladas, lanceoladas, espatuladas ou lineares, de base afiliada, com pecíolo 

curto, e também por suas inflorescências que são caracteristicamente longas e pouco 

densas quando comparadas com as espécies com as quais poderia ser eventualmente 

confundida como Verbena bonariensis L. e V. brasiliensis Vell. (YEO, 1989).  

A espécie V. litoralis pode ser encontrada na região andina do Chile ao Peru, Guianas, 

Venezuela, Argentina (LORENZI, 2000), regiões Sudeste e Sul do Brasil e eventualmente 

na Austrália e África (SOUZA, 2005). No Brasil, pode ocorrer em alguns locais 

específicos de diversidade, localizados na Cadeia do Espinhaço (MG), na Chapada 

Diamantina (BA) (SALIMENA-PIRES; GIULIETTI, 1998), e no Rio Grande do Sul 

(GIEHL, 2012). É utilizada na medicina tradicional da América Central e do Sul como 

remédio contra diarréia, febre, distúrbios gastrointestinais e algumas doenças sexualmente 

transmissíveis (OCAMPO; MAFFIOLI, 1987; PÉREZ-ARBELÁEZ, 1978). 
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Vendrusculo et al. (2005) com estudo comparativo referente as indicações originais 

ou tradicionais do uso de V. litoralis citadas no Brasil e países vizinhos como a Argentina e 

o Uruguai, e suas indicações atuais, constataram que atualmente o uso restringe-se à ação 

contra dor de cabeça e afecções do fígado.  

No Rio grande do Sul as partes aéreas de V. litoralis são usadas em inflamações do 

útero e dos ovários, problemas do estômago, da bexiga e dos rins, vesícula, afecções da 

coluna, dor de barriga, colite, doenças do estômago e do fígado, para eliminar os vermes e 

contra prisão de ventre (GALERT, 2000; MARODIN, 2000; SEBOLD; 2003). 

O extrato aquoso obtido das folhas de V. litoralis administrado oralmente em ratos 

na dose de 500mg/Kg-1dia-1 exibiu atividade antimalárica parcial, sendo que a dose 

utilizada reduziu 43% da parasitemia de Plasmodium berghei desses animais 

(CARRILLO-ROSÁRIO; RAMÍREZ, 2006). 

De acordo com Souza et al. (2005), as partes aéreas de V. litoralis apresentam 

constituintes químicos como flavonóides, cumarinas, saponinas, taninos e heterosídeos 

cardiotônicos. LI et al., (2001ab e 2003a)  identificaram no extrato das partes aéreas de V. 

litoralis compostos importantes como verbenachalcona, littoralisona e littorachalcona. 

Castro-Gamboa e Castro (2004) isolaram dois novos iridóides, 6S-hidroxi-8S-metil-4-

metileno-hexa-hidro-ciclopenta [c] pirano-3-ona e 6S, 9S-di-hidroxi-metil-8S-4-metileno-

hexa-hidro-ciclopenta [c] pirano-3-ona, que mostraram moderada atividade antibacteriana, 

reflexo peristáltico intestinal e atividades antioxidantes. Além disso, há relatada a presença 

de atividade ativadora do fator de crescimento neural atribuída a estes compostos (LI, 

2003; CÁCERES, 1999).  
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Figura 1 – Plantas de Verbena litoralis crescendo naturalmente no campus da Universidade Federal de Santa 
Maria, Santa Maria-RS. A: vista geral em período vegetativo; B: período reprodutivo; C: inflorescência; 
Fonte: Rosiana Bertê 
 

 

2.2  Micropropagação 

 

 

A cultura de tecidos baseia-se na regeneração de plantas utilizando o princípio da 

totipotência, proposto pelo fisiologista Haberlandt, que em 1902, enunciou que cada célula 

vegetal possuía o potencial genético para regenerar uma planta inteira (FLORES, 2006). 

Esta técnica pode ser definida como a manu tenção, propagação e regeneração de partes da 

planta (células ou tecidos), que são cultivados em ambiente asséptico e em condições 

controladas (in vitro), e por isso vem sendo uma das áreas de maior êxito da biotecnologia 

vegetal (MROGINSKI et al., 2004). 

Segundo Torres et al. (2001), as necessidades requeridas para o crescimento e 

desenvolvimento das plantas intactas são as mesmas para os segmentos de plantas no 

cultivo in vitro. De acordo com Caldas et al. (1998), as plantas cultivadas in vitro utilizam 

as mesmas vias bioquímicas e metabólicas, no entanto, processos como a fotossíntese 

podem ser inativados pelas condições de cultivo e pelo estado de diferenciação das células.  

Entre outras técnicas da cultura de tecidos in vitro, a micropropagação é uma das 

mais utilizadas, pois proporciona a obtenção de um número significativo de plantas sadias, 

de qualidade e de larga utilização comercial em diversos países (GRATTAPAGLIA; 

MACHADO, 1998).  Aumentar a multiplicação de gemas é um dos objetivos da 

A

B 

C 
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micropropagação, gerando um aumento no número de plantas geneticamente idênticas que 

podem ser produzidas o ano todo facilitando a propagação de plantas cuja semente 

apresenta baixa germinação (GIRI et al., 2004). 

Para o sucesso da micropropagação, é necessário o controle de variáveis, como 

antecedentes genéticos, tipos de tecidos ou explantes, componentes nutricionais, 

reguladores de crescimento e ambiente de cultivo (GIRI et al., 2004). Cada espécie ou 

clone apresenta características únicas, determinadas por fatores genéticos, portanto, as 

exigências para seu cultivo in vitro também tendem a ser únicas (GRATTAPAGLIA; 

MACHADO, 1998).    

O estabelecimento e a propagação in vitro de uma espécie estão submetidos a 

fatores como nutrientes minerais e reguladores de crescimento no meio de cultura que, em 

combinação com o estado físico do meio de cultivo, podem facilitar a propagação das 

espécies (KOZAY et al.,1997; FORTES; PEREIRA, 2001).  O estado físico do meio de 

cultura modifica a resistência física e de contato dos explantes com o meio, podendo 

influenciar no desenvolvimento das plantas in vitro (CHEN; ZIV, 2001) e pode ser alterado 

pela exclusão ou adição de ágar, modificando, assim, a disponibilidade de água, nutrientes 

e dos reguladores de crescimento (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).  

Os reguladores vegetais no meio de cultura bem como sua composição e 

concentração têm papel fundamental no crescimento e no padrão de desenvolvimento na 

maioria dos sistemas de micropropagação (CALDAS, 1998). Os reguladores vegetais são 

substâncias sintéticas que apresentam função semelhante a dos hormônios vegetais e por 

isso, devem ser adicionados ao meio de cultura em baixas concentrações (SILVA, 2003).  

O uso de reguladores vegetais no meio de cultura suplementa os teores endógenos 

de hormônios vegetais que os explantes apresentam por estarem desligados das regiões 

produtoras na planta matriz (BORGATTO; HAYASHI, 2002). Esta utilização deve ser de 

forma criteriosa, pois em determinados casos, em fases específicas do desenvolvimento, 

estas substâncias poderão provocar respostas não desejáveis (NASCIMENTO, 2007). 

Os principais reguladores de crescimento utilizados pertencem ao grupo das 

auxinas, responsáveis por controlar o alongamento celular e a rizogênese. As citocininas 

são promotoras da divisão celular e da emissão de gemas adventícias. As giberelinas, 

responsáveis, principalmente, pelo alongamento de caules (HINOJOSA, 2000; 

BARRUETO-CID, 2000; MATSUMOTO, 2000). De acordo com Nascimento (2007), no 

cultivo in vitro, a maior relação citocinina:auxina favorece a multiplicação de brotos e ao 
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diminuir esta relação promove-se o desenvolvimento das raízes. A produção de calos é 

beneficiada quando se tem concentrações iguais dos reguladores vegetais, como auxina e 

citocinina.  

 A concentração de sacarose promove o aumento da biomassa, devido a 

incorporação de carbono, mas também afeta a produção de metabólitos secundários e a 

composição da parede celular, por isso, a concentração de sacarose utilizada é um fator 

determinante no crescimento e é dependente do tipo de explante.  A concentração mais 

utilizada no preparo do meio de cultura Murashige e Skoog (MS) é 30 g L-1, entretanto, 

modificações na quantidade podem beneficiar o cultivo (PASQUAL, 2001).  

O excesso de sacarose pode ser prejudicial, pois inibe a síntese de clorofila, 

reduzindo a capacidade fotossintética das culturas (YAMADA; SATO, 1978). A redução 

de sua concentração pode ser economicamente favorável, especialmente para a produção 

comercial de mudas (HOFFMANN, 1999). 

O suprimento de macro e micronutrientes no meio de cultura é parte essencial no 

sistema de cultivo in vitro. Os meios utilizados são baseados nas modificações empíricas 

de algumas formulações básicas e nas exigências nutricionais de plantas inteiras. As 

necessidades consideradas ideais variam amplamente entre os genótipos das plantas e 

sistemas de cultura (WILLIAMS, 1993; ZIV, 1995; FORTES; PEREIRA, 2001). 

 

 

2.3 Metabólitos Secundários 

 

 

As plantas medicinais foram os primeiros recursos terapêuticos naturais utilizados 

pelo homem. O desenvolvimento das civilizações Oriental e Ocidental é rica em exemplos 

da utilização desses recursos na medicina e no controle de pragas (VIEGAS JR. et al., 

2006). No Brasil, a utilização de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades está 

relacionada às culturas indígena, negra e dos imigrantes europeus e é praticada até os dias 

atuais (MACEDO; FERREIRA, 2004). 

A convivência e o aprendizado com os grupos étnicos contribuíram para o 

conhecimento da relação entre a estrutura química de um determinado composto, suas 

propriedades biológicas e a inter-relação animais/insetos-planta. A natureza forneceu 

diversos modelos moleculares que fundamentam estudos relacionados a estrutura e a 
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atividade e inspiram o desenvolvimento da síntese orgânica clássica (VIEGAS JR. et al., 

2006). 

Entre os fármacos empregados nos países industrializados, estima-se que 25% 

tenham sido desenvolvidos, direta ou indiretamente, a partir de produtos naturais, 

especialmente de plantas (YUNES; CALIXTO, 2001).  

Os metabólitos secundários são compostos considerados não essenciais ao 

metabolismo das plantas, mas relacionam-se diretamente nos processos de defesa das 

plantas contra herbívoros, microrganismos, protegem contra os raios ultravioletas, atraem 

polinizadores e podem apresentar atividades alelopáticas que auxiliam na adaptação e 

sobrevivência da espécie. Podem variar de acordo com a família, gênero ou espécie e ser 

utilizados como marcadores taxonômicos (BENNET; WALLSGROVE, 1994; SANTOS, 

2004). 

Alguns fatores podem alterar a taxa de produção de metabólitos secundários. 

Dentre eles pode-se citar a sazonalidade, temperatura, disponibilidade hídrica, radiação 

ultravioleta, disponibilidade de nutrientes, altitude, poluição atmosférica e estímulos 

mecânicos ou ataque de patógenos. A época de coleta do vegetal é um dos fatores 

importantes, visto que a quantidade e, às vezes, até mesmo a natureza dos constituintes 

ativos não é constante durante o ano. Existem relatos mostrando que a composição de 

metabólitos secundários de uma planta pode variar apreciavelmente durante o ciclo 

dia/noite (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). 

Algumas das variações podem ser decorrentes do desenvolvimento da planta e do 

surgimento de novos órgãos. Isto pode levar à menor concentração destes metabólitos que 

se diluem na planta, no entanto, pode resultar em maior quantidade total, devido ao 

aumento de biomassa (SPRING; BIENERT, 1987; HENDRIKS, et al., 1997) 

Os metabólitos secundários são geralmente classificados com base na rota de 

formação e pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois intermediários 

principais: o ácido chiquímico e o acetato dando origem aos principais grupos que são os 

compostos nitrogenados, terpenos e compostos fenólicos como os flavonóides (SIMÕES, 

et al., 2007; TAIZ; ZEIGER, 2009). Esses compostos despertam interesse, pelas atividades 

biológicas exercidas pelas plantas em resposta aos estímulos do meio ambiente, como 

também pela atividade farmacológica. Além da importância farmacêutica, são utilizados 

comercialmente na área alimentar, agronômica, perfumaria e produtos de higiene 

(SIMÕES et al., 2007). 
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2.3.1 Flavonóides 

 

 

Os flavonóides foram descobertos em 1930 por Szent-György, que extraiu a citrina 

da casca do limão, a qual possuía a capacidade de regulação da permeabilidade dos 

capilares. Inicialmente os flavonóides foram denominados como vitamina P e também por 

vitamina C2, visto que algumas das substâncias pertencentes a esta classe apresentavam 

propriedades semelhantes às da vitamina C. Porém a não confirmação dessas substâncias 

como vitaminas, fez com que esta classificação fosse abandonada em 1950 (MARTÍNEZ - 

FLOREZ, 2002).  

Os flavonóides constituem a maior classe de compostos fenólicos presentes nos 

vegetais, apresentando ação fotoprotetora, contra herbivoria, atividade polinizadora e 

atividade antioxidante (TAIZ; ZEIGER, 2009). 

Nas plantas, a distribuição dos flavonóides depende de fatores ambientais e variam 

com a ordem, família e espécie a qual pertence. Além disso, as classes e concentrações dos 

flavonóides podem diferir conforme os órgãos como caule, folhas, ramos, raízes, flores e 

frutos (SIMÕES et al., 2000).  

Entre as funções atribuídas aos flavonóides nas plantas pode-se citar a proteção 

contra a incidência de raios ultravioleta, proteção contra microrganismos patogênicos, ação 

antioxidante, ação alelopática e inibição enzimática (SIMÕES et al., 2000; HARBORNE; 

WILLIAMS, 2000; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). Segundo Heim, 

Tagliaferro, Bobilya (2002) e Degáspari, Waszczynskyj (2004), os pigmentos das flores, 

derivados de antocianinas, atraem insetos polinizadores e são responsáveis pelas cores 

vermelha e azul, características de bagas, vinhos e de certos vegetais, que são as maiores 

fontes de flavonóides na dieta humana. 

Estruturalmente, os flavonóides constituem substâncias aromáticas sendo definidos 

por um núcleo comum de fenilcromanona com substituição em uma ou mais hidroxilas que 

podem estar ligadas a açúcares (BIRT; HENDRICH; WANG, 2001). Possuem 15 átomos 

de carbono em seu núcleo fundamental, duas fenilas ligadas por três átomos de carbono 

(AHERNE; O’BRIEN, 2002). 

Os flavonóides podem ocorrer como agliconas, glicosídeos ou como parte de outras 

estruturas, porém freqüentemente ocorrem como glicosídeos. As substituições glicídicas 

incluem D-glicose, L-rhamnose, glicorhamnose, galactose, lignina e arabinose (BIRT; 
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HENDRICH; WANG, 2001). Quando se apresentam isentos de glicídios, a estrutura 

recebe o nome de aglicona (DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). 

São subdivididos em 13 classes, com mais de 5000 compostos descritos até 1990. 

As subclasses são: chalconas, dihidrocalconas, auronas, flavonas (apigenina, luteolina, 

diosmetina), flavonóis (quercetina, miracetina, kaempferol), dihidroflavonol, flavanonas 

(naringina, hesperidina), flavanol, flavandiol, antocianidina, isoflavonóides (genisteína, 

daizdeína), bioflavonóides e proantocianinas (BRAVO,1998). 

Flavonóides e isoflavonóides ocorrem comumente como ésteres, éteres ou 

derivados glicosídicos ou ainda uma mistura deles (BIRT; HENDRICH; WANG, 2001).  

Exceto o grupo das leucoantocianinas, os demais flavonóides ocorrem em plantas sempre 

acompanhados por glicídios (DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).  

O interesse econômico pelos compostos flavonoídicos é atribuídos aos efeitos 

antimicrobiano, antiviral, antiulcerogênico, citotóxico, antineoplásico, antioxidante, 

antihepatotóxico, antihipertensivo, hipolipidêmico, antiinflamatório, antiplaquetário e 

aumento na permeabilidade capilar (PELZER et al., 1998). Estes efeitos podem estar 

relacionados às propriedades inibitórias que os flavonóides desempenham nos vários 

sistemas enzimáticos incluindo hidrolases, isomerases, oxigenases, oxidoredutases, 

polimerases, fosfatases, proteínas fosfoquinases e aminoácido oxidases (FERGUSON, 

2001). 

 

 

2.4  Cromatografia Líquida de Alta Eficiência  

 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) tem sido a técnica analítica mais 

desenvolvida e empregada em laboratórios de análise químicas e farmacêuticas, na área 

médica e em muitos outros campos da ciência. A CLAE têm sido utilizada em análises 

rápidas, sem comprometer o desempenho cromatográfico. Para que o sistema fosse 

eficiente, vários estudos foram desenvolvidos para otimizar o tamanho das partículas da 

fase estacionária, o que permitiu separações cada vez melhores (MALDANER; JARDIM, 

2009).   

O procedimento de análise em Cromatografia Líquida, pode ser baseado em frações 

obtidas de acordo com o perfil cromatográfico, verificado por Cromatografia em Camada 
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Delgada (CCD). Em muitos casos, se obtém compostos puros numa única Cromatografia 

em Coluna (CC) ou após a recristalização da substância isolada. As frações dos extratos 

orgânicos, após serem analisadas farmacologicamente e apresentarem atividade, devem ser 

submetidas à técnicas cromatográficas especiais, como a CLAE (GÓMEZ-

SERRANILLOS; CARRETERO; VILLAR, 1995). 

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) utiliza-se de um método 

físico-químico de separação. Uma das fases permanece estacionária, enquanto a outra se 

move através dela. Durante o desenvolvimento cromatográfico, os componentes da mistura 

são distribuídos entre as duas fases, ocorrendo migrações diferenciais destes componentes 

(DEGANI et al., 1998). 

A CLAE tem sido uma das técnicas analíticas utilizadas para a determinação da 

“impressão digital” das plantas medicinais em função da facilidade de manuseio e por não 

estar limitada à volatilidade ou estabilidade dos compostos da amostra. Porém, a 

otimização das condições para uma boa separação não são triviais por envolver fatores 

como fase móvel, ajuste de pH, pressão de bombas e tantos outros (COLLINS et al., 1997; 

LIANG et al., 2004).  

As separações analíticas normalmente são realizadas em fase reversa, sendo a fase 

octadecilsílica (C18) a mais usada, pois são preferidas fases que atuem no modo normal 

para fins preparativos, já que separações no modo reverso utilizam fases móveis aquosas 

(DEGANI et al., 1998). 

Segundo Gan e Ye (2006) a análise dos extratos das plantas através de CLAE tem 

sido utilizada para verificar a autenticidade ou fornecer o controle de qualidade das plantas 

medicinais, pois fornece um perfil químico sob a forma de um cromatograma.  

O sucesso da utilização do método CLAE está relacionado à sua adaptabilidade 

para determinações quantitativas com boa sensibilidade e a possibilidade de separar 

substâncias não voláteis e termicamente instáveis (TONHL et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

Os experimentos foram realizados no período de 2011 a 2012, no Departamento de 

Biologia, Centro de Ciências Naturais e Exatas (CCNE) e no Laboratório de 

Farmacognosia, do Departamento de Farmácia Industrial, do Centro de Ciências da Saúde 

(CCS) na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) em Santa Maria-RS.  

 

 

3.1 Micropropagação 

 

 

As plantas de V. litoralis foram coletadas no campus da Universidade Federal de 

Santa Maria. Uma exsicata está depositada no Herbário SMDB do Centro de Ciências 

Naturais e Exatas - UFSM, sob registro 13095. 

As plantas jovens coletadas foram transplantadas para recipientes contendo solo e 

mantidas em casa de vegetação, submetidas a rega três vezes por semana e pulverizadas a 

cada 15 dias com fungicida carbendazim (Bendazol®) na concentração de 1mg L-1  por 

três meses (Figura 2), com a finalidade de obter-se plantas com menor índice de 

contaminação. A partir destas, foram retirados os segmetos nodais para a realização do 

experimento.  

Os explantes passaram por um processo de desinfestação que consistiu de quatro 

etapas realizadas sucessivamente, lavagem em água corrente durante 20 minutos; imersão 

em álcool 70% por 30 segundos, após imersão dos segmentos nodais em solução de 

hipoclorito de sódio a 1,5% por 15 minutos e três lavagens em água esterilizada.  

Os segmentos nodais (1,0 cm) foram inoculados em meio MS completo 

(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 6 g L-1 de ágar, 

1,0 mg L-1 de fungicida carbendazim (Bendazol®) e 1,0 mg L-1 de carvão ativado. Foram 

testados em mg L-1, quatro combinações de 6-Benzilaminopurina (BAP) e ácido 

naftalenoacético (ANA) respectivamente, T1 (0;0), T2 (1,0; 0,1), T3 (2,0; 0,2) e T4 (4,0; 

0,4), na presença ou ausência de carvão ativado (1,0 mg L-1). Antes da autoclavagem do 

meio, o pH foi ajustado para 5,8 ± 0,1. O ensaio foi realizado em câmara de fluxo laminar 

com tubos de ensaio medindo 25 X 150 mm contendo cada tubo 15 mL de meio de cultura 
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e um explante, sendo então fechados com papel alumínio e filme PVC. Após, as culturas 

foram mantidas em sala escura durante sete dias sob temperatura de 25 ± 1°C e 

posteriormente transferidas para sala de crescimento com fotoperíodo de 16 horas 

(Radiação Fotossinteticamente Ativa de ~36 µmol m-2s-1, lâmpadas fluorescentes brancas), 

e temperatura de 25 ± 1°C. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado sendo o experimento 

constituído de um bifatorial 4 x 2 (quatro combinações de fitorreguladores e presença ou 

ausência de carvão ativado), com três repetições, sendo cada  parcela experimental 

formada por 15 tubos de ensaio.  

 

 

 
Figura 2 – Plantas de Verbena litoralis mantidas em casa de vegetação, Departamento de Biologia, CCNE, 
UFSM, Santa Maria-RS. 
Fonte: Rosiana Bertê. 

 

 

3.1.1 Parâmetros analisados 

 

 

Para determinar o melhor tratamento para a obtenção de plantas micropropagadas, 

após 60 dias da inoculação dos explantes, foram analisados os parâmetros porcentagem de 
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plantas regeneradas, porcentagem de brotações, porcentagem de oxidação, contaminação, 

calo, explantes sem resposta, número de folhas e raízes dos explantes regenerados. Nas 

plantas completas (raiz, caule e folha), fez-se uma seleção, compondo três grupos 

morfologicamente distintos visualmente. O grupo 1, formado por plantas com menor 

comprimento de haste e com folhas pouco desenvolvidas (menor área foliar), o grupo 2 

formado por plantas com comprimento de haste e área foliar intermediários e o grupo 3 

formado por plantas com maior comprimento de haste (atingindo o topo do tubo de ensaio) 

e com maior área foliar, onde foram determinados parâmetros de crescimento, 

fluorescência da clorofila a e pigmentos fotossintéticos que cresceram em meio com 

carvão ativado.  

 

 

3.1.1.1 Determinação de parâmetros de crescimento, fluorescência da clorofila a e 

pigmentos fotossintéticos.  

 

 

Para as medições de fluorescência, foram utilizadas três plantas por grupo, sendo as 

medições realizadas em duas folhas do terço superior de cada planta com o fluorômetro de 

pulso modulado.  

Para determinar a fluorescência máxima (Fm), antes das medições, realizadas em 

câmara de crescimento (fotoperíodo e temperatura controlada), as folhas foram pré-

adaptadas ao escuro pelo período de 30 minutos para a determinação da fluorescência 

inicial (Fo), e posteriormente submetidas a um pulso de luz saturante (10.000 µmol m-2 s-1) 

por 0,6 segundos.  

 A eficiência fotoquímica máxima do PSII (Fotossistema II) (Fv/Fm), foi calculada 

através da razão da fluorescência variável (Fv=Fm-Fo) e a fluorescência máxima.  

A taxa de transporte de elétrons máxima (ETR1500) foi determinada através de 

curvas de luz (taxa de transporte de elétrons versus RFA – Radiação Fotossinteticamente 

Ativa), as quais foram construídas submetendo-se cada amostra a nove níveis de radiação 

(0, 125, 190, 285, 420, 625, 820, 1150 e 1500 μmol elétrons m-2 s-1) por 10s, e ajustadas 

através da equação: ETR= ETRmax [1 – e-kQ]; e, a eficiência fotoquímica efetiva máxima 

(Y(II)125) foi calculada no menor nível de radiação (125 μmol elétrons m-2 s-1) e as curvas 

ajustadas através da equação: YII=ax2 +bx+c. 
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Para determinar as concentrações de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila 

total (Chltotal), a razão clorofila a/b, o teor de carotenóides (Carot.) e a razão Carot./Chl 

total seguiu-se a metodologia descrita por Hendry e Price (1993), sendo utilizadas três 

amostras por tratamento.   

Os pigmentos fotossintéticos foram determinados utilizando as folhas da análise da 

fluorescência da clorofila, com área e massa conhecidas. Estas foram congeladas em N2 

líquido e armazenadas a -80°C até o momento da quantificação após maceradas com N2 

líquido, homogeneizadas em 5 mL de acetona 80% e transferidas para tubos tipo falcon de 

15 mL, centrifugadas a 4.000 g por 4 minutos a 25°C. Em espectrofotômetro modelo 

SF325NM foram realizadas as leituras de absorbâncias do sobrenadante a 480 nm, 645 nm 

e 663 nm sendo determinadas as concentrações de clorofila a, b, total e carotenóides totais 

e calculadas através das equações abaixo e expressas em mg g-1 de massa fresca. 

 

Chla (mg g-1 MF):  (((11,75 x A663) - (2,35 x A645)) x V) 

                                             MF 

 

Chlb (mg g-1 MF):  (((18,61 x A645) - (3,96 x A663)) x V) 

MF 

 

Chl total (mg g-1 MF): Chla + Chlb 

 

Carotenóides (mg g-1 MF) : ((1000 x A480) - (2,27 x Chla) - (81,4 x Chlb)) /227) x V  

                                                                       MF 

Onde: V = volume do extrato de folhas (mL), 

MF = massa fresca da amostra (mg). 

 

A análise estatistica dos dados foi realizada através do software específico, e os 

dados submetidos à análise de variância (ANOVA) e análises complementares através do 

teste de Tukey (p≤0,05) e teste (T). 
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3.2  Aclimatização das plantas obtidas in vitro 

 

 

As plantas completas obtidas in vitro, foram transferidas para copos descartáveis de 

430 ml contendo substrato plantmax e cobertas por copos plásticos transparentes de 700 

mL com furos na base. Após 30 dias, o fundo dos copos que as protegia foi removido e aos 

60 dias foram retirados completamente (Figura 3). As plantas foram mantidas em sala de 

crescimento sob temperatura controlada de 25±1ºC e fotoperíodo de 16 horas utilizando-se 

lâmpadas fluorescentes brancas (RFA de ~36 µmol m-2 s-1), regadas três vezes por semana. 

 Após a aclimatização, e aos 90 dias, avaliou-se a sobrevivência das plantas (%), 

altura (cm), número de ramos, número de folhas, número de raízes, comprimento da raíz 

principal (cm), massa fresca das raízes, caules e folhas (g), área foliar (cm2) e massa seca 

das raízes (g). A área foliar de cada planta foi medida utilizando-se um medidor de área 

foliar modelo AM 300. O comprimento das plantas foi mensurado com o uso de régua e 

para a quantificação de massa seca (balança analítica), a parte aérea (PA) e as raízes foram 

colocadas em estufa a 60°C por 72 horas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3 – Plantas de Verbena litoralis na fase de aclimatização em sala de crescimento, sob temperatura 
controlada de 25 ± 1ºC e fotoperíodo de 16 horas utilizando-se lâmpadas fluorescentes brancas (RFA de ~ 36 
µmol m-2 s-1). A: Fase inicial da aclimatização, B: Plantas aclimatizadas aos 60 diasapós a transferência para 
substrato plantmax. 
Fonte: Rosiana Bertê. 
 

 

 

 

A B 
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3.3 Propagação vegetativa por estacas  

 

 

Para a propagação vegetativa por estacas foram utilizadas estacas herbáceas sem 

folhas com 12 cm de comprimento e espessura padronizada em 2 a 5 mm de diâmetro 

obtidas da parte aérea, de plantas adultas coletadas no Campus da UFSM.  

As estacas foram classificadas em apical e basal de acordo com sua posição no 

ramo.  Foram utilizadas três repetições com seis estacas cada grupo. A base das estacas 

permaneceu mergulhada em ácido-indolbutírico (AIB), nas concentrações 0; 1200 e 2400 

mg L-1 durante três horas e após transferidas para bandejas contendo substratos Plantmax®; 

Plantmax®:Vermiculita; Plantamax®:Areia e Plantamax®:Casca de arroz, na proporção 

2:1. As estacas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura controlada de 

25±1ºC e fotoperíodo de 16 horas utilizando lâmpadas fluorescentes brancas (RFA de ~36 

µmol m-2 s-1), e as irrigações feitas no período da manhã.  

Aos 30 dias, foi avaliada a porcentagem de enraizamento, número de raízes, 

número de brotações novas por estaca e porcentagem de sobrevivência. O delineamento 

experimental utilizado foi inteiramente casualizado, constituído de um trifatorial 4x2x3 

(quatro substratos, dois tipos de estacas e três concentrações de AIB), com 3 repetições e 

seis estacas por repetição.  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software específico e os dados 

submetidos à análise de variância (ANOVA), e as análises complementares feitas através 

do teste de Tukey (p ≤ 0,05).  

 

 

3.4 Determinações fitoquímicas em Verbena litoralis  

 

 

3.4.1 Obtenção dos extratos das raízes e partes aéreas das plantas micropropagadas  

 

 

O extrato bruto das partes aéreas (2,2635 g) e raízes (0,3420 g), secos em estufa a 

40ºC foi obtido por maceração em 25 ml de metanol e sonicado por 1 hora. Posteriormente 

os extratos foram filtrados com papel filtro para um frasco previamente tarado e 
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concentrados até resíduo seco e o rendimento calculado em relação a quantidade de 

amostra inicial. 

 

 

3.4.2 Dosagem total de polifenóis  

 

 

A dosagem de polifenóis foi realizada através do método de Folin- Cicalteau  

conforme Chandra e Mejia (2004) com modificações.  Ao extrato de Verbena litoralis na 

concentração de 0,05% diluído em água, foi adicionado 1,0 mL do reativo Folin Cicalteau. 

Após a incubação no escuro por 5 minutos, foi acrescentado 2 ml de carbonato de sódio a 

20%. As soluções foram homogeneizadas e permaneceram no escuro durante 10 minutos. 

As leituras das absorbâncias foram realizadas em espectofotômetro (UV-VIS 1201 

SPECTROPHOTOMETER/SHIMADZU) a 730 nm. A equação da reta: y= 30,767x – 

0,0087 e R2= 0,99 foi obtida pela curva de calibração, construída através das respectivas 

leituras das absorbâncias versus as concentrações de ácido gálico (0,001; 0,01; 0,02 e 0,03 

mg mL-1) (Figura 4), (RUSAK et al., 1993).  

 

 

 
Figura 4 - Curva analítica do padrão Ácido Gálico para polifenóis nas concentrações de 0,001; 0,01; 0,02 e 
0,03 mg mL-1 . 
 

 

3.4.3 Dosagem de flavonóides 
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 A dosagem de flavonóides foi realizada de acordo com a metodologia de Rio 

(1996) modificada. Ao extrato de V. litoralis na concentração de 0,1% diluído em metanol 

70% foi adicionado 75 µL de cloreto de alumínio 5% em metanol e 4 mL de metanol 70%, 

permanecendo em repouso no escuro por 30 minutos. As leituras das absorbâncias foram 

realizadas em espectrofotômetro (UV-VIS 1201 SPECTROPHOTOMETER/SHIMADZU) 

a 425 nm. A partir de uma solução de quercetina nas concentrações de 0,002; 0,006; 0,01; 

0,014 e 0,018 mg mL-1 foi obtida uma curva  padrão para o cálculo dos flavonóides 

presentes na amostra que corresponde a y= 40,175x + 0,001 e R2= 0,99 (Figura 5). 

 
Figura 5 - Curva analítica do padrão quercetina para flavonoides nas concentrações de 0,002; 0,006; 0,01; 
0,014 e 0,018 mg mL-1. 
 

 

3.4.4 Dosagem de cumarinas 

 

 

Para a dosagem de cumarinas foi preparada uma solução padrão em metanol/água 

80% na concentração de 6 µg mL-1 para selecionar  em espectrofotômetro na região do 

UV, o comprimento de onda de maior absorção que foi 275,4 nm. Os extratos das partes 

aéreas e das raízes foram preparados com metanol/água 80% v/v, na concentração de 0,3 

mg mL-1e  0,8 mg mL-1 respectivamente. As leituras das absorvâncias foram realizadas em 

espectrofotômetro (UV-VIS 1201 SPECTROPHOTOMETER/SHIMADZU) a 275,4 nm, e 

a concentração determinada através da reta de calibração comparativamente com a solução 

de cumarina padrão.  
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Dissolveu-se 100 mg de cumarina padrão em 100mL de metanol/água. Realizaram-

se sucessivas diluições para obtenção de diferentes concentrações de 0,80; 1,55; 3,25; 6,25 

e 12,50 mg mL-1 e realizadas leituras das absorbâncias na região UV a 275,4 nm. Tendo 

como equação da reta a seguinte expressão: y = 0,093x + 0,019 e R2= 0,99 (Figura 6). 

  Os resultados das dosagens foram comparados estatisticamente através do teste (t). 

 

 
Figura 6 - Curva analítica do padrão cumarina nas concentrações de 0,80; 1,55; 3,25; 6,25 e 12,50 mg mL-1. 
 

 

3.4.5 Cromatografia Líquida de Alta eficiência (CLAE)  

 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-DAD) foi realizada com o 

sistema de CLAE (SHIMADZU), com auto amostrador Prominence (SIL-20A), equipado 

com bombas Shimadzu LC-20 AT alternadas conectadas a um degaseificador DGU 20A5, 

com integrador CBM 20A, detector UV–VIS, DAD SPD-M20A e coluna Phenomenex C-

18 (250 mm x 4.6 mm), empacotada com partículas de 5 μm de diâmetro.  

 

 

3.4.5.1 Quantificação de rutina e quercetina por CLAE  

 

 

Absorbância (nm)

Concentração (mg/ml) 
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A quantificação de rutina e quercetina nas partes aéreas e raízes de V. litoralis 

foram determinadas de acordo com Huber et al. (2007), modificada. Estas foram 

preparadas na concentração de 5 mg mL-1 em metanol. Os solventes orgânicos foram de 

grau HPLC (Merck®, Vetec® e Sigma®), água purificada em sistema Milli-Q 

(Millipore®) e os padrões quercetina (Sigma®) rutina (Merck®). 

A fase móvel foi metanol e água destilada (v/v), ambos acidificados com 0,3% de 

ácido fórmico, com eluição em gradiente. O gradiente começou com 20:80 de MeOH:H2O, 

45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80 em 20 minutos, com gradiente linear, e 

fluxo de 0,8 mL/min. O volume de injeção foi 20 μL. Os picos foram identificados em 

comparação com o tempo de retenção da solução dos padrões, no comprimento de onda de 

370 nm.  

As curvas de calibração dos padrões rutina (0,75; 1; 1,25; 2,5 e 5 mg mL-1) e 

quercetina (1,2; 2,5; 3 e 4 mg mL-1) foram: y = 32.761.794x + 7.594.339, R2=0,9911 e 

90.997.587x - 41.747.087, R2=0,9965 respectivamente. O tempo de retenção da rutina 13 

minutos e da quercetina foi 19 minutos.  

 

 

3.4.5.2 Quantificação de cumarina por (CLAE) 

 

 

A cumarina foi quantificada nas partes aéreas e raízes de V. litoralis segundo a 

metodologia de Celeghini et al. (2001), com modificações. As amostras foram testadas em 

triplicada, na concentração de 5 mg mL-1, utilizando como fase móvel água destilada e 

acetonitrila 60:40 (v/v), com eluição isocrática, fluxo de 0,8 mL min-1, obtendo-se tempo 

de retenção de 6,0 minutos. O volume de injeção foi 20 μL. Os picos foram identificados 

em comparação com o tempo de retenção da solução dos padrões, no comprimento de onda 

de 274 nm. A curva de calibração do padrão cumarina (6,25; 12,5; 25; 50; 100,0 µg mL-1) 

foi: y = 269.961x - 330.456, R2=0,9997.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Micropropagação  

 

 

Segmentos nodais retirados de plantas de V. litoralis cultivadas em casa de 

vegetação climatizada foram inoculados em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) 

completo, contendo 30 g L-1 de sacarose, testando-se quatro combinações de BAP e ANA, 

com e sem carvão ativado. As respostas obtidas in vitro encontram-se na Tabela 1, onde se 

observa que as porcentagens de plantas completas formadas não variaram entre os meios 

contendo as quatro combinações dos fitorreguladores na presença de 1,0 mg L-1 de carvão 

ativado, apresentando em média 21% de plantas completas. Na ausência de carvão ativado, 

o meio de cultura livre dos fitorreguladores apresentou valores superiores (31,1%) e 

diferenciou significativamente dos meios que continham as combinações de BAP e ANA. 

Entretanto, a porcentagem de brotações nos explantes foi maior nos meios sem 

fitorreguladores ou com as menores concentrações de BAP e ANA (1,0 e 0,1 mg L-1, 

respectivamente), quando utilizado carvão ativado e não diferiram estatisticamente do 

meio contendo 4,0 mg L-1 de BAP e 0,4 mg L-1 de ANA. Na ausência de carvão ativado, 

este último meio apresentou melhor resposta, porém não diferiu dos demais tratamentos 

contendo as combinações dos fitorreguladores. A menor porcentagem de formação de 

brotos ocorreu no meio sem BAP e ANA. 

As porcentagens de oxidação não diferiram entre os tratamentos de fitorreguladores 

e carvão ativado, apresentando em média 30% com carvão ativado e 37,7% sem carvão 

ativado. O mesmo ocorreu para as porcentagens de contaminação onde não houve 

diferenças significativas entre os tratamentos utilizados, apresentando em média 16% e 

13% nos meios contendo ou não carvão ativado, respectivamente.  

A utilização de carvão ativado contribuiu para a ausência de calos na base do 

explante em todos os tratamentos. Nos tratamentos sem carvão ativado, somente o meio 

sem fitorreguladores não formou calo, enquanto que os demais formaram calo, 

apresentando média de 22,2%, diferindo significativamente dos tratamentos onde foi 

utilizado o carvão ativado. 
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A porcentagem de explantes que não responderam aos tratamentos com 

fitorreguladores foi de 15,7% quando utilizado carvão ativado e 5% quando não se utilizou 

carvão ativado.  

 

 

Tabela 1 – Respostas obtidas in vitro a partir de segmentos nodais cultivados em meio MS 
(Murashige & Skoog, 1962) completo, 30 g L-1 de sacarose, testando-se quatro 
combinações de fitorreguladores, na ausência e presença de carvão ativado (1,0 mg L-1). 
 

Fitorreguladores (mg L-1) Respostas in vitro 
(%) 

Carvão 
Ativado 0,0 BAP+ 

0,0 ANA 
1,0 BAP+ 
0,1 ANA 

2,0 BAP+ 
0,2 ANA 

4,0 BAP+ 
0,4 ANA 

Com 15,6 aA* 24,4 aA 20,0 aA 24,4 aA Plantas completas 
Sem 31,1 aA 6,7 bB 8,9 abA 0,0 bB 
Com 30,0 aA 20,0 abA 6,8 bA 13,3 abA Brotações sem raízes 
Sem 6,7 bB 17,8abA 11,1 abA 26,7 aA 
Com 26,7 aA 33,3 aA 35,6 aA 24,4 aA Oxidação 
Sem 40,0 aA 35,6 aA 31,1 aA 44,4 aA 
Com 17,8 aA 13,3 aA 17,8 aA 13,3 aA Contaminação Sem 11,1 aA 22,2 aA 13,3 aA 6,7aA 
Com 0,0 aA 0,0 aB 0,0 aB 0,0 aB Calo 
Sem 0,0 cA 15,5 bA 31,1 aA 20,0 abA 
Com 10,0 aA 8,9 aA 19,8 aA 24,4 aA Explantes sem       

resposta Sem 11,1 aA 2,2 aA 4,4 aB 2,2 aB 
 
*Médias seguidas de letras minúsculas iguais na linha e médias seguidas de letras maiúsculas iguais na 
coluna, dentro de cada variável, não diferem entre si pelo teste de Tukey com nível de significância ≤ 0,05. 
 
 

A formação de planta completa sem fitorreguladores demonstra um satisfatório 

balanço hormonal endógeno nos explantes utilizados. Essa resposta pode ser atribuída ao 

fato das plantas estarem em pleno desenvolvimento vegetativo no período de coleta, pois 

mesmo sem a adição de fitorreguladores exógenos é possível a formação de brotações, 

folhas e raízes, o que é um bom indicativo para propagação desta espécie, tendo em vista a 

redução dos custos finais de produção das mudas propagadas.  

A significativa formação de brotos sem raízes pode demonstrar que alguns 

explantes não apresentavam células determinadas para a formação destas. Neste caso, uma 

segunda fase de cultivo in vitro, onde as brotações são transferidas para meio de 

enraizamento com auxina no meio de cultura, principalmente ácido indolil butírico (AIB) 
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pode ser necessária para estimular a indução do enraizamento nas brotações. O 

enraizamento dos explantes está relacionado, entre outros fatores, a qualidade das partes 

aéreas utilizadas na micropropagação, pois embora a capacidade de multiplicação e a 

competência de enraizamento sejam características correlacionadas, elas não são 

adquiridas ao mesmo tempo pelas culturas. Para auxiliar no enraizamento de algumas 

espécies, o carvão ativado tem sido importante para simular a condição de escuro para que 

as raízes se desenvolvam (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

Braga et al. (2012), trabalhando com que V. litoralis, obtiveram 100% de 

enraizamento usando meio de cultura contendo 50% dos sais de MS e baixas 

concentrações de BAP. Em estudo com Melissa officinalis L., as plantas presentes no meio 

MS, sem BAP, tiveram, em média, 2,2 raízes após três subcultivos (REIS et al., 2008). Já 

nas plantas presentes em meio contendo BAP não houve formação de raízes em nenhum 

dos subcultivos.  

De acordo com Disarz e Martins-Corder (2009), a adição de carvão ativado no meio 

de cultura MS proporcionou maior multiplicação de gemas, área foliar, formação de raízes, 

menor formação de calos e ausência de clorose em explantes retirados de plântulas de 

Acacia mearnsii De Wild. 

 A presença de calos na base dos explantes cultivados em meio sem carvão ativado 

pode ser atribuída ao efeito fitotóxico causado pelo uso de citocinina e auxina exógena, 

aliado aos níveis endógenos desses fitorreguladores no explante. Nota-se que nos 

tratamentos em que o carvão ativado estava presente no meio não houve formação dos 

mesmos. De acordo com Pasqual et al. (2001), o carvão ativado auxilia na retenção de 

substâncias inibitórias do meio, ou produtos tóxicos liberados pelos explantes, além de 

compostos orgânicos como auxinas e citocininas. Efeitos fitotóxicos de fitorreguladores já 

foram observados em outras espécies, como no caso do louro-pardo, onde a concentração 

de 0,1 mg L-1 de ANA inibiu a multiplicação e o desenvolvimento das brotações, em meio 

de cultura WPM, em função do excesso de calosidade formada (MANTOVANI et al., 

2001). 

A média do número de raízes por planta completa bem como o número de folhas, 

foram superiores na ausência de fitorreguladores (Figura 7). Os resultados obtidos com V. 

litoralis corroboram Asmar et al. (2012), na multiplicação in vitro de Lippia alba 

(verbenaceae), os quais obtiveram maior número de folhas na ausência de BAP, enquanto 

que Blank et al. (2008), com a espécie Lippia sidoides observaram maior número de folhas 
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na concentração de 4 mg L-1 de BAP. Em outro estudo realizado com Verbena litoralis 

coletadas na Cadeia do Espinhaço (MG) e micropropagadas em MS contendo 50% dos 

sais, a interação dos fitorreguladores BAP e ANA mostrou diferenças significativas para 

média do número de brotos em resposta ao aumento de BAP no meio de cultura. A melhor 

resposta neste caso foi obtida com 7,5 µM de BAP e 0,005 µM de ANA (BRAGA et al., 

2012). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 – Número de folhas e raízes de plantas completas oriundas da micropropagação de Verbena litoralis 
em MS completo, com 4 doses de fitorreguladores (BAP/ANA) e 1,0 mg L-1 de carvão ativado. *Médias 
seguidas de letras maiúsculas se referem ao tratamento e  letras minúsculas referem-se a apresença e ausência 
de carvão ativado.  
 

 

As diferentes respostas na micropropagação de plantas podem ser atribuídas aos 

níveis de hormônios presentes nos tecidos vegetais, os quais dependem de vários fatores, 

podendo diferir entre as espécies dentro de um gênero ou família.  

A necessidade do uso de reguladores na regeneração in vitro é frequente e pode ser 

atribuída a fatores como tipo e estado fisiológico do explante (BORDÓN et al., 2000; 

MOREIRA-DIAS et al., 2000; SILVA et al., 2005; YUCESAN  et al., 2007). 

No presente estudo observou-se que os explantes apicais desenvolveram-se melhor 

e mais rapidamente quando comparado aos explantes com gemas axilares, inclusive 

permitindo que os explantes apicais chegassem ao estádio de floração (dados não 

demonstrados). Os explantes com gemas axilares estão sob o efeito da dominância apical e 
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por isso os apicais podem apresentar maior capacidade de crescimento. Isso é comum em 

plantas herbáceas ornamentais e olerícolas, enquanto que o contrário, em geral, vale para 

as espécies arbóreas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

Em testes preliminares realizados com V. litoralis a fim de reduzir as taxas de 

oxidação e contaminação, observou-se diferenças marcantes em cada micropropagação 

realizada ao longo do ano. Os explantes retirados de plantas mantidas em casa de 

vegetação sob temperatura e umidade controlada apresentaram as melhores respostas de 

estabelecimento in vitro, principalmente quando as plantas encontravam-se em período 

vegetativo. Quando os segmentos eram obtidos de plantas mantidas no campo em períodos 

de alta umidade relativa do ar e temperaturas baixas ou em períodos de seca e na época de 

floração, o percentual de perda dos explantes em função da contaminação e oxidação era 

superior a 90% (dados não demonstrados). Resultados semelhantes foram obtidos para 

Lippia sidoides (Verbenaceae) onde observaram-se diferenças marcantes no 

estabelecimento in vitro dos explantes em relação às diferentes épocas do ano, o qual foi 

favorecido quando estes era obtidos em época seca, quando a umidade relativa do ar é 

menor. Na época chuvosa ocorreu uma maior incidência de microorganismos, 

principalmente bactérias endógenas, além da oxidação (COSTA et al., 2007).  

No que se refere à oxidação (Figura 8), o percentual foi elevado nas primeiras 

semanas para todos os tratamentos. Sabendo-se que V. litoralis acumula elevada 

concentração de polifenóis, os explantes inoculados foram mantidos durante 7 dias em 

escuro contínuo, na tentativa de reduzir a oxidação fenólica dos explantes que pode 

ocorrer, principalmente, logo após o isolamento dos mesmos. A alta oxidação e 

contaminação em explantes de V. litoralis na micropropagação também é relatada por 

Braga et al. (2012) e em outras espécies de Verbenaceae como Lippia gracilis Schauer 

(MARINHO et al., 2011), Aloysia virgata (FREITAS et al., 2009) e Lippia sidoides 

(COSTA et al., 2007), e segundo Marinho et al. (2011), o elevado percentual de oxidação 

pode ser atribuído a fatores relacionados à época do ano, idade do explante ou mecanismos 

de defesa da planta expressos através da produção de polifenóis, os quais sofrem a ação das 

polifenases provocando o escurecimento do meio e/ou do explante.   
 
 
 
 
 
 
 



45 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8 – Micropropagação de Verbena litoralis em meio MS completo, suplementado com 0,0 + 0,0, 1,0 + 
0,1; 2,0 + 0,2; 4,0 + 0,4 mg L-1 de benzilaminopurina (BAP) e ácido naftaleno acético (ANA), 
respectivamente, 30 g L-1 de sacarose, 6 g L-1 de ágar e presença e ausência de 1 g L-1 de carvão ativado.  
Fonte: Rosiana Bertê  
 
 

 

4.1.1 Parâmetros fisiológicos de crescimento, avaliação da fluorescência da clorofila 

e pigmentos fotossintéticos nos três distintos grupos 

 

 

Para todas as variáveis de crescimento analisadas o grupo 3 (G3) foi superior aos 

demais grupos, sendo que o grupo 1 (G1) e o grupo 2 (G2) não diferiram entre si. O 

comprimento da haste variou entre 3,2 cm (G1) e 20,0 cm (G3), enquanto que a área foliar 

foi em média 3,0 vezes maior no G3. O número de folhas em plantas do G3 foi em média 

1,5 vezes maior comparado aos outros dois grupos. Em relação à massa fresca da parte 

aérea, o G3 apresentou valor significativamente superior aos outros grupos, sendo 6,5 e 1,7 

vezes maior comparado ao G1 e G2, respectivamente e a para massa fresca de raiz o valor 

encontrado no G3 foi em média 2,5 vezes maior (60 mg planta-1) (Tabela 2).  
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Tabela 2 - Parâmetros fisiológicos de crescimento, de fluorescência da clorofila a e 
pigmentos fotossintéticos em plantas micropropagadas de V. litoralis. 
 

 Parâmetros de crescimento 

Variável Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 P 

Comprimento haste (cm)   3,2 b*   7,0 b 20,0 a 0,001 

Área Foliar (cm2)   6,3 b 13,0 b 39,5 a 0,003 

Número de folhas 13,0 b 10,7 b 30,0 a 0,035 

Massa fresca PA (mg planta-1) 43,7 b 120,7 b 328,7 a 0,001 

Massa fresca raiz (mg planta-1) 15,7 b 18,7 b 60,0 a 0,011 

 Fluorescência da clorofila 

Fo 124 a 112 a 106 a 0,797 

Fv/Fm 0,757 a 0,774 a 0,782 a 0,685 

Y (II)125 0,198 b 0,293 ab 0,348 a 0,011 

ETR1500(µmol m-2 s-1) 19,4 b 38,5 b 110,7 a 0,001 

 Pigmentos Fotossintéticos 

Clorofila a (mg g-1 MF) 1,82 ab 1,59 b 2,54 a 0,014 

Clorofila b (mg g-1 MF) 0,49 b 0,48 b 0,92 a 0,010 

Chl total (mg g-1 MF) 2,31 b 2,07 b 3,46 a 0,011 

Chl a/ Chl b 3,78 a 3,32 ab 2,96 b 0,003 

Carotenóides (mg g-1 MF) 0,40 ab 0,36 b 0,57 a 0,016 

* Médias seguidas de letras minúsculas iguais na linha não diferem entre si para o teste de Tukey, α = 0,05, 
n=3. 

 

A fluorescência inicial (Fo) não variou entre os grupos e a eficiência fotoquímica 

máxima do fotossistema II (Fv/Fm) ficou acima do valor considerado limite para situações 

de estresse que é de 0,7, segundo Bolhar-Nordenkampf e Öquist (1993), a média para os 

três grupos foi de 0,771. Resposta semelhante foi obtida por Cassana (2007) em plantas de 

batata-doce, que observou uma Fv/Fm de 0,773 nas avaliações realizadas ao término da 

cultura in vitro mantida sob fluxo de fótons de 21 µmol m-2 s-1 e concentração de 20 g L-1 

de sacarose. 

Segundo Krause e Weis (1991) a razão Fv/Fm demonstra a eficiência da captura da 

energia de excitação pelos centros de reação abertos do fotossistema II. Esta relação 
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também representa a eficiência quântica do transporte de elétrons através do fotossistema 

II, servindo como indicador para os danos fotoinibitórios que podem ser causados por 

fatores ambientais como temperatura, salinidade, radiação, seca, entre outros, que afetam o 

crescimento das plantas (HAVAUX et al., 1988). 

Por outro lado a eficiência fotoquímica efetiva do PSII – Y(II), na radiação de 125 

μmol m-2 s-1, foi maior no G3 e menor no G1, evidenciando a condição de melhor 

utilização da energia em plantas mais desenvolvidas (G3), observada também em maiores 

radiações (Figura 9). Com o aumento da radiação (RFA) a eficiência fotoquímica efetiva 

do PSII (Y(II)) é reduzida, com maior intensidade no G1 e G2, enquanto no G3 passa de 

0,35 na menor radiação para 0,20 em 1500 μmol m-2 s-1 (Figura 9). 
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Figura 9 - Curvas de luz para taxa de transporte de elétrons (ETR, µmol m-2 s-1 - A) e eficiência fotoquímica 
efetiva (Y(II) - B) nos três grupos de plantas de V. litoralis micropropagadas. RFA = Radiação 
Fotossinteticamente Ativa (µmol m-2 s-1). 

 

 

A eficiência fotoquímica efetiva (YII) indica a fração de energia absorvida pela 

clorofila associada ao fotossistema II que foi utilizada em atividade fotoquímica e, como 

tal, informa a quantidade de elétrons transportados, sendo um indicativo da fotossíntese 

(LICHTENTHALER et al., 2005), permitindo assim, avaliar o rendimento e 

funcionamento do PSII (GENTY et al.,1989).  
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A partir desses conceitos nota-se que a análise da fluorescência oferece muitas 

vantagens como instrumento qualitativo para o estudo do transporte de elétrons durante a 

fotossíntese, pois através de um fluorômetro, é possível registrar o comportamento da fase 

inicial da fotossíntese, que é o transporte de elétrons no fotossistema II (ARALDI et al., 

2011). 

A taxa de transporte de elétrons (ETR) é uma medida da separação de cargas do 

centro de reação do PSII e é equivalente a: produção de quantum do PSII (Y(II)) x medida 

da radiação fotossinteticamente ativa em µmols elétrons m-2s-1 x coeficiente de absorção da 

folha (0,84) x fração de luz absorvida pelo complexo antena do PSII (0,50).  Na equação 

são usados valores-padrão, porém ambos os coeficientes de absorção e fração da luz 

absorvida pelo PSII podem variar. Embora 0,84 seja um valor médio para muitas espécies 

de plantas, trabalhos têm mostrado que o coeficiente de absorção da folha pode variar com 

a qualidade da luz, espécie, conteúdo de clorofila e refletância da folha. Para a fração de 

luz que é absorvida pelo complexo antena do PSII os trabalhos mostram que ocorre 

variação de acordo com a espécie, que se estende de 0,42 a 0,60 (LAISK; LORETO, 

1996). 

Em nosso estudo, valores significativamente maiores de ETR tanto na maior 

radiação (1500 µmol m-2 s-1) como a partir de 200 µmol m-2 s-1 pode ser observado para o 

G3 (Tabela 2, Figura 9). A ETR aumentou de acordo com o aumento do comprimento da 

haste e área foliar, indicando que plantas mais desenvolvidas apresentaram maior ETR. 

Um dos fatores ligados à eficiência fotossintética de plantas e consequentemente ao 

crescimento e adaptabilidade a diversos ambientes é a clorofila, presente em todos os 

vegetais verdes (ENGEL; POGGIANI, 1991). 

A adaptação das plantas às diferentes condições de irradiância pode ser atribuída à 

quantidade de clorofilas e nitrogênio foliar, já que a luz é considerada como um dos 

principais fatores associados ao metabolismo envolvendo a clorofila. Frequentemente a 

clorofila está em processo de síntese e degradação (foto-oxidação), no entanto, sob 

radiações intensas esse processo ocorre de forma pronunciada, enquanto sob condições de 

sombreamento, as concentrações foliares de clorofilas tendem a aumentar (KRAMER; 

KOZLOWSKI, 1979; WHATLEY; WHATLEY,1982; BRAND, 1997; ALVARENGA et 

al., 1998). 

A concentração de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), assim como de 

carotenóides foi maior no G3, porém, para Chl a e carotenóides este grupo não diferiu 
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significativamente do G1, devido provavelmente ao efeito de concentração destes 

pigmentos em razão do menor desenvolvimento das plantas deste grupo.  

O conteúdo de clorofilas e carotenóides é um dos fatores ligados à eficiência 

fotossintética de plantas e, conseqüentemente, ao crescimento e à adaptabilidade a diversos 

ambientes. A concentração total desses pigmentos, a proporção entre eles e entre as 

clorofilas a e b mudam de acordo com a intensidade luminosa e desenvolvimento da 

planta. Os teores de clorofila nas folhas frequentementes são utilizados para estimar o 

potencial fotossintético das plantas, devido à capacidade de realizarem a absorção e 

transferência de energia luminosa. Uma planta com alta concentração de clorofila é capaz 

de atingir taxas fotossintéticas mais altas, pelo seu valor potencial de captação de “quanta” 

na unidade de tempo. Entretanto, nem sempre esta relação existe pois, a etapa bioquímica 

da fotossíntese pode limitar o processo (CHAPPELLE; KIM, 1992). 

A taxa fotossintética em plantas micropropagadas ocorre em menor magnitude do 

que em plantas crescidas em condições normais, pois existem fatores que contribuem para 

a redução do desempenho fotossintético (VIÑA et al., 1999). Entre estes fatores pode-se 

incluir a baixa quantidade de radiação fotossinteticamente ativa, alta concentração de CO2 

e adição de fonte de carbono no meio de cultura (MOREIRA et al., 1999). 

Durante o crescimento in vitro, os tecidos fotossintéticos podem aclimatar-se de 

acordo com o ambiente. Essa aclimatação se refere às mudanças bioquímicas, fisiológicas 

e morfológicas da planta em resposta às condições ambientais (VIÑA et al., 1999). Neste 

estudo, plantas mais desenvolvidas, com maior área foliar e comprimento da haste 

apresentaram maiores teores de pigmentos fotossintéticos e uso mais eficiente da energia, 

através de uma maior eficiência fotoquímica (Y(II)), indicando que com o 

desenvolvimento do aparato fotossintético, as plantas passam de uma condição 

heterotrófica para uma autotrófica.   

 

 

4.1.1.1 Aclimatização de V. litoralis 

 

 

O objetivo da aclimatização de V. litoralis no presente estudo visou o crescimento 

homogêneo das plantas micropropagadas, a fim de obter a maior quantidade possível de 

massa seca para o preparo dos extratos bruto da parte aérea e raíz. Baseado nisso, todas as 
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plantas foram submetidas às mesmas condições de cultivo observando o tipo de solo, 

umidade, temperatura e luz. Assim, todas as variáveis analisadas não apresentaram 

diferenças entre os tratamentos para o nível de significância ≤ 0,05. 

Apesar das médias entre os tratamentos não diferirem para todas as variáveis 

estudadas, o tratamento T1 (controle - sem fitorreguladores e sem carvão ativado) utilizado 

na micropropagação, se destacou na média de sobrevivência entre as plantas aclimatizadas 

(22%) comparado aos demais tratamentos (em média 10,4%). Este resultado diferiu da 

porcentagem de sobrevivência das plantas quando micropropagadas, que se adaptaram, em 

geral, melhor na presença de carvão ativado.   

A aclimatização é uma etapa que exige muitos cuidados para que as mudas obtidas 

in vitro não sejam perdidas nessa fase, pois um grande percentual das espécies 

micropropagadas não sobrevive quando transferidas das condições in vitro para ambiente 

de casa de vegetação ou campo (HARARIKA, 2003). O processo de aclimatização consiste 

em modificações morfológicas, anatômicas e fisiológicas necessárias às plantas para que 

possam sobreviver e crescer vigorosamente em um novo ambiente. Para a maior 

sobrevivência das plântulas cultivadas in vitro, estudos sugerem manter a sacarose no nível 

normalmente utilizado (30g L-1) ou, até mesmo, aumentá-lo numa fase anterior a 

aclimatização (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; CARVALHO et al., 1999; 

HARARIKA, 2003).  Esse pré-condicionamento em altas concentrações de sacarose 

aumentaria as reservas de carboidratos armazenados pelas folhas, aumentando, assim, a 

energia disponível para as plântulas durante o processo de aclimatização (CALVETE, 

1998; SKREBSKY et al., 2004).  

Algumas pesquisas relatam que as mudas micropropagadas possuem mais sucesso 

na aclimatização quando são enraizadas in vitro, como é o caso de Eriostemon 

myoporoides (AULT, 1994). De acordo com George (1996), algumas espécies, 

quandoenraizadas in vitro, crescem melhor, apresentam maior taxa de sobrevivência e 

emitem novas raízes mais rapidamente durante o período de aclimatização. Para Debergh 

(1991), as raízes formadas in vitro nas plantas micropropagadas, na maioria dos casos, 

morrem após duas semanas em substratos de aclimatização, e neste mesmo período novas 

raízes desenvolvem-se indicando que para algumas espécies, as raízes in vitro não são 

funcionais. 

Assim, nota-se que o sucesso de um protocolo de micropropagação depende do 

desempenho dos explantes durante as fases de enraizamento in vitro e posteriormente na 
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aclimatização. Estas etapas exigem cuidados e detalhamentos metodológicos uma vez que 

o comportamento varia entre cada espécie. 

No presente trabalho os resultados indicam que a aclimatização das plântulas de V. 

litoralis é possível mesmo sem a utilização de fitorreguladores na micropropagação, no 

entanto, o percentual de sobrevivência desta espécie foi baixo, ocorrendo perdas 

significativas na aclimatização (80 a 90%). Por isso sugere-se que outras metodologias 

sejam testadas para otimizar seu cultivo, pois é de relevante importância medicinal.   

 

 

4.2 Propagação vegetativa ex vitro através da estaquia  

 

 

De maneira geral, não obteve-se sucesso no experimento de estaquia (Figura 10) 

realizados para V. litoralis para a formação de plantas. As estacas não enraizaram e nem 

formaram folhas, e emitiram poucas brotações. No que se refere ao percentual de formação 

de brotos houve interação tripla entre os fatores. Conforme mostra a Tabela 3, não houve 

diferença significativa entre os tratamentos, entretanto, observa-se que as estacas basais 

apresentaram maior porcentagem de brotos (33,33%) quando submetidas por três horas em 

1.200 mg L-1 de AIB e cultivadas em substrato Plantmax e vermiculita na proporção 2:1. 

Esse substrato não diferiu da mistura plantmax e areia nessas condições. No entanto, as 

estacas basais mergulhadas em 1200 mg L-1 de AIB, mantidas em plantmax + casca de 

arroz e somente plantmax não brotaram.  

Em outros experimentos de estaquia realizados com espécies de Verbenaceae 

também houve dificuldade na indução de enraizamento das estacas. Algumas das espécies 

testadas foram Premna mucronata Roxb, uma Verbenaceae de uso medicinal e espécies de 

Lippia não domesticadas provenientes da Cadeia do Espinhaço em Minas Gerais 

(HARTMAN et al., 2002). Segundo os autores, para o enraizamento destas espécies 

possivelmente seja necessário a presença de algum cofator de enraizamento associado ao 

AIB e/ou a outras auxinas.  

A predominância de brotos na parte mediana ou basal, pode ser, segundo Taiz e 

Zeiger (2004) devido ao desbalanço hormonal acarretado pela remoção do ápice, 

resultando no crescimento das gemas laterais. O substrato também pode ser determinante 

para o sucesso do enraizamento de estacas, embora para algumas espécies vegetais, e 
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mesmo cultivares, não haja efeito do mesmo (POKORNY; AUSTIN, 1982). A utilização 

de areia como substrato é vantajosa, pois é de baixo custo, de fácil disponibilidade e 

apresenta características positivas quanto a drenagem, sendo seu uso adequado para estacas 

herbáceas e semilenhosas (FACHINELLO et al., 1994). 

O elevado percentual de oxidação das estacas de V. litoralis impediu que as estacas 

se desenvolvessem, afetando a formação das raízes e folhas. De acordo com Marinho et al., 

(2011), fatores como a época do ano, a idade do explante, e até mesmo os mecanismos de 

defesa da planta, através da produção de polifenóis, os quais sofrem ação das polifenases, 

podem estar relacionados aos altos níveis de oxidação. Em estudos realizados com Lippia 

gracilis Schauer (Verbenaceae), estes mesmos autores observaram elevada oxidação nos 

explante de quando realizada sua micropropagação. Outros trabalhos relacionados à 

propagação vegetativa de algumas espécies de Lippia já foram realizados e os resultados 

apontam para baixos percentuais de enraizamento e de sobrevivência de mudas produzidas 

a partir de estacas (CAPOTE et al., 1999; JULIANI JR. et al., 1999). 

 

 

Tabela 3 – Porcentagem de brotos nas estacas apicais e basais submetidas a doses de ácido 
indolil butírico (AIB) por três horas antes do cultivo em diferentes substratos, sendo as 
misturas destes na proporção 2:1. Usou-se estacas herbáceas sem folhas com 12 cm de 
comprimento e espessura padronizada em 2 a 5 mm de diâmetro. Cada tratamento teve três 
repetições e seis estacas por repetição. 

 

Porcentagem de Brotações  
Estaca apical  

Doses de AIB (mg L-1)  Tipo de substrato 

0 1200 2400 
Plantmax  + Vermiculita  11,11 a A* 0,00 a B  0,00 a A 
Plantmax + Areia 16,66 a A 0,00 a A 5,55 a A 
Plantmax + Casca de arroz  0,00 a A 5,55 a A 0,00 a A 
Plantmax 0,00 a A 0,00 a A 0,00 a A 

Estaca basal  
Doses de AIB (mg L-1)  Tipo de substrato 

0 1200 2400 
Plantmax  + Vermiculita  0,00 a A 33,33 a A 11,11 a A 
Plantmax + Areia 0,00 a A 16,66 ab A 0,00 a A 
Plantmax + Casca de arroz  0,00 a A 0,00 b A 0,00 a A 
Plantmax 5,55 a A 0,00 b A 0,00 a A 
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*Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna indicam comparação entre tipo de substrato nas 
estacas apicais e basais com as diferentes doses de AIB, enquanto que letras maiúsculas na linha indicam 
comparação entre as doses de AIB dentro do tipo de estaca e substrato. Teste de Tukey a 5% de 
probabilidade de erro.  
 

 

De acordo com Fachinello et al. (2005), as auxinas são os reguladores vegetais que 

possuem ação na formação de raízes adventícias, ativação de células do câmbio e 

promoção do crescimento de plantas. Aliado a isso, existe os cofatores do enraizamento 

que são de ocorrência natural e atuam em conjunto com as auxinas no processo de 

formação de raízes, como é o caso dos compostos fenólicos (HARTMANN et al.,2002; 

FACHINELLO et al., 2005). 

Os resultados obtidos para a formação de raízes e brotos podem ser atribuídos a 

época de coleta dos explantes, o estado fitossanitário influenciado pelo ambiente e idade 

das plantas. No que se refere ao uso de estaquia com plantas medicinais pouco se sabe, 

porém em alguns trabalhos utilizando Verbenaceas como o alecrim-pimenta (Lippia 

sidoides Cham.), Mendonça (1997), constatou que sob sombrite o melhor tipo de estaca foi 

a herbácea com a presença de folhas.  

Os resultados insatisfatórios obtidos no trabalho em questão podem ter sido 

influenciados pelas baixas reservas nutricionais das estacas. A baixa quantidade de 

carboidratos, não fornecerá a energia necessária para que ocorra bom enraizamento das 

estacas (VEIERSKOV, 1988; MAYER et al., 2006), pois a emissão de raízes ocorre 

devido a interação entre fatores endógenos e das condições ambientais proporcionadas ao 

enraizamento (NICOLOSO et al., 2001).  Em estudo com plantas de L. alba  encontrados 

por Biasi e Costa (2003) e em plantas de Pfaffia glomerata verificados por Nicoloso et al. 

(2001) foi relatado que as estacas semilenhosas por serem mais espessas possuem melhores 

condições de sobrevivência que as herbáceas, por apresentarem elevadas quantidades de 

assimilados e, por isso podem produzir raízes sob condições de fraca luminosidade. 

Ouros estudos promovidos no Brasil e no exterior demonstraram que a utilização, 

no plantio, de estacas herbáceas, semilenhosas e lenhosas, com folha presente ou ausente, 

assim como a época de coleta, influenciam consideravelmente no enraizamento 

(BEZERRA; LEDERMAN, 1995). Portanto, sugere-se que novos testes de propagação 

vegetativa sejam realizados com V. litoralis, utilizando o maior número possível de 
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variáveis analisadas a fim de que se obtenha respostas consistentes sobre essa forma de 

propagação. 

 

 

 
Figura 10 – Estacas apical e basal mergulhadas em ácido-indolbutírico (AIB), nas concentrações 0; 1200 e 
2400 g L-1 durante três horas e transferidas para bandejas contendo substratos Plantmax®; 
Plantmax®:Vermiculita; Plantamax®:Areia e Plantamax®:Casca de arroz, na proporção 2:1. As estacas 
foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura controlada de 25±1ºC e fotoperíodo de 16 horas 
utilizando lâmpadas fluorescentes brancas (RFA de ~36 µmol m-2 s-1.  
Fonte: Rosiana Bertê 

 

 

4.3  Determinações fitoquímicas em V. litoralis 

 

 

4.3.1 Rendimento dos extratos 

 

 

Apartir de 2,26 g de partes aéreas e 0,34 g de raízes de V litoralis foi obtido 0,1319 

mg e 0,0399 mg de extrato seco, respectivamente. 
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4.3.2 Doseamentos 

 

 

Os doseamentos de polifenóis, flavonóides e cumarinas foram realizados nos 

extratos brutos das partes aéreas e das raízes de V. litoralis micropropagada. Os resultados 

dos doseamentos nos extratos das partes aéreas e das raízes encontam-se na tabela 4.  

A presença de polifenóis totais nas partes aéreas de V. litoralis também é confirmada 

em outras espécies desta família como Cordia verbenacea D.C. e Lippia grandis Schau 

(MICHIELIN, 2009; DAMASCENO, et al., 2002). A presença de flavonóides e cumarinas, 

entre outros metabólitos nesta espécie, é confirmada por Souza (2005). A curva analítica 

do padrão cumarina doseado demonstra a relação linear entre a concentração e a 

absorbância deste padrão, estando de acordo com a ANVISA (2003) que determina que o 

coeficiente de correlação (r) apresente um valor mínimo de 0,99. 

A presença de polifenóis e flavonóides pode estar relacionada à capacidade 

antioxidante de V. litoralis, que pode ser considerada satisfatória por se tratar de um 

extrato bruto. Este resultado, juntamente com os dados levantados na revisão bibliográfica, 

justifica o direcionamento dos estudos cromatográficos para grupos fenólicos de 

metabólitos secundários.  

 

 

Tabela 4 – Conteúdo de Polifenóis totais, Flavonóides e Cumarinas em extratos de partes 
aéreas e raízes de V. litoralis oriundas da aclimatização.  
 

Metab. 
Secundário Partes Aéreas (mg/g) Raízes (mg/g) P* 

872,53 ______ 
Polifenóis   

± 6,13    
______ 

211,94 19,96 
Flavonóides 

± 4,38 ± 2,97 
0,001 

27,9 9,01 
Cumarina 

± 0,006 ± 0,048 
0,001 

 

*Médias com nível de significância ≤ 0,01 diferem a 1% de probabilidade de erro. 
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4.4.5 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

 

4.3.2.1 Quantificação de rutina e quercetina por CLAE 

 

 

Os extratos das partes aéreas e raízes de V. litoralis, na concentração de 5mg/ml 

apresentaram quercetina com teores de 91,84 mg g-1 e 91,01 mg g-1 respectivamente 

(Figura 11). Os teores de rutina nas partes aéreas e raízes também foram significativos, 

resultando em 47,20 mg g-1 e 46,52 mg g-1 respectivamente. Estes metabólitos foram 

obtidos nos tempos de retenção de 19,0 e 13,5 minutos respectivamente. (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5 – Teor de Flavonóides e Cumarinas em extratos de partes aéreas e raízes de V. 
litoralis oriundas da aclimatização.  

Metab. 
Secundário  Partes Aéreas (mg/g) Raízes (mg/g) P* 

91,84 91,79 
Quercetina  

± 0,010 ± 0,001 
0,004 

47,2 46,52 
Rutina  

± 0,003 ± 0,001 
0,001 

0,312 0,25 
Cumarina 

± 0,03 ± 0,01 
0,001 

 

*Médias com nível de significância ≤ 0,01 não diferem pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. 
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Figura 11 – A: Cromatograma das partes aéreas de V. litoralis. (1) Quercetina (2) Rutina; B: Cromatograma 
das raízes de V. litoralis. (1) Quercetina (2) Rutina. 

 

 

Em um estudo realizado concomitantemente, quantificou-se os mesmos compostos 

flavonoídicos das plantas de V. litoralis coletadas em seu habitat natural. As concentrações 

encontradas para quercetina foram de 94,64 mg g-1 e rutina 55,78 mg g-1, valores que são 

muito próximos aos encontrados nas plantas micropropagadas. O percentual de diferença 

entre quercetina e rutinas nos extratos das plantas de habitat natural e as plantas 

micropropagadas foi de 3% e 18% respectivamente.  

Em V. litoralis já foram identificados os flavonóides verbenachalcona, littoralisona 

e littorachalcona (LI et al., 2001a, b; 2003a), bem como iridoides por Castro-Gamboa e 

Castro (2004). 

As concentrações de quercetina de V. litoralis são maiores que as encontrados em 

chás como o chá-verde e chá preto que apresentam quantidades que variam entre 2,5 e 3,4 

mg g-1 de folha seca (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006).  

Estes teores de rutina e quercetina nos extratos das plantas micropropagadas, 

demonstram que a espécie V. litoralis possui potencial para propagação. A vasta atividade 

medicinal desta planta relaciona-se com a presença substancias polifenólicas como os 

flavonóides que apresentam atividade antioxidante provavelmente devido a presença dos 

flavonoides entre outros, a rutina, quercetina e compostos como iridóides glicosídicos e 

feniletanóides. 

 

1 
2 

1
2 

A B 
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4.3.2.2 Quantificação de cumarina por (CLAE) 

 

 

Os teores de cumarina obtidos através de CLAE (Figura 12) foram de 0,31 mg g-1  

no extrato das partes aéreas, enquanto que nas raízes a concentração foi de 0,25 mg g-1 

(Tabela 5). 

Os teores da cumarina quantificados nas partes aéreas de V. litoralis obtidas no 

habitat natural foram de 0,55 mg g-1 os quais comparados com as plantas micropropagadas 

foram 77% maiores. Dessa forma, houve diferenças significativas (p≤ 0,05) na 

concentração de cumarinas no extrato das plantas de habitat natural em comparação às 

plantas micropropagadas, o que pode ser atribuído a radiação solar.   

M. glomerata cultivadas em diferentes tratamentos de radiação, em pleno sol, foram 

obtidos os maiores teores de cumarina (CASTRO et al., 2006). Souza et al., (2011), 

atribuem esses resultados à alterações morfofisiológicas da folha de M. glomerata sob 

diferentes níveis de radiação, o que demonstra uma associação estreita entre a adaptação 

anatômica e a eficiência em processos fisiológicos.  

No entanto, é frequente e cientificamente comprovado que plantas cultivadas a 

campo possuem maior concentração de metabólitos secundários. Este fato ocorre devido ao 

estresse sofrido em função dos raios ultravioletas, herbivoria, temperatura, estresse hídrico 

e variabilidade sazonal que podem influenciar nos teores de compostos secundários. De 

acordo com Waterman (1989), Heil e Bostock (2002), os danos causados a plantas por 

ferimentos ou ataque de herbívoros ou patógenos, freqüentemente levam a uma resposta 

bioquímica, que reduz a aceitabilidade do órgão ou de todo o organismo a ataques futuros. 

A idade do vegetal também pode estar envolvida nos conteúdos de metabólitos 

secundários. Em Digitalis obscura micropropagada foi observado que os conteúdos de 

lanatosídeo A e de digitoxina aumentam consideravelmente com o desenvolvimento da 

planta (GAVIDIA; PEREZ-BERMÚDEZ, 1997). No entanto, Gobbo-Neto e Lopes (2007) 

afirmam que a constância de concentrações de metabólitos secundários no metabolismo 

vegetal é rara.  

Extratos diclorometânicos das folhas de Mikania glomerata Sprengel mostraram 

que a planta propagada por estaca produziu cumarina e ácido caurenóico, enquanto que o 

material micropropagado acumulou apenas cumarina (SOUZA et al., 2011). A maior 

produção de determinado metabólito secundário em plantas micropropagadas, como no 
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caso de Ipeca onde foi encontrado 1,8% a mais de emetina demonstra que há maior 

produção de um ou outro metabólito de acordo com a espécie e ou os metábólitos 

analisados. 

A micropropagação pode servir como uma ferramenta viável para a produção de 

metabólitos secundários, além de auxiliar na obtenção de um grande número de espécies 

sadias e na preservação do material genético vegetal. No entanto são necessários estudos 

para a otimização da propagação das plantas para aumentar os teores desses compostos 

secundários, pois dependendo da molécula e do tecido estudado, a síntese e o acumulo dos 

compostos do metabolismo secundários podem diferir no cultivo in vitro quando 

comparados ao cultivo in vivo (KIRAKOSYAN et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12 – A: Cromatograma das partes aéreas de V. litoralis indicando a presença de cumarina; B: 

Cromatograma das raízes de V. litoralis indicando a presença de cumarina. 
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5 CONCLUSÕES 
 

 

• A micropropagação de V. litoralis pode ser realizada sem a autilização de 

fitorreguladores (BAP/ANA) e carvão ativado, utilizando meio de cultura 

completo.  

 

• O carvão ativado (1,0 mg L-1) contribuiu para o enraizamento dos explantes, na 

sobrevivência e na diminuição da formação de calos.  

 

• O carvão ativado (1,0 mg L-1) não contribuiu para a diminuição da oxidação. 

 

 

• A média do número de raízes e folhas nas plantas completas, foi maior na ausência 

de fitorreguladores. 

 

• A formação de calos na base do explante nesta espécie foi favorecida por elevadas 

concentrações de fitorreguladores.  

 

• A contaminação endógena e a oxidação impediram a obtenção de maior número de 

plantas.  

 

• A taxa de transporte de elétrons (ETR, µmol m-2 s-1) e eficiência fotoquímica 

efetiva (Y(II) apresentaram-se mais eficientes no grupo 3, o qual era formado por 

plantas  maiores. 

 

• A oxidação das estacas dificultou a propagação destas.  

 

• As estacas basais apresentaram maior porcentagem de brotos (33,33%) quando 

submetidas em 1.200 mg L-1 de AIB e cultivadas em substrato Plantmax e 

vermiculita na proporção 2:1.  
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• As dosagens de polifenóis, flavonóides e cumarinas estão de acordo com outros 

estudos já realizados com esta espécie.  

 

• As plantas micropropagadas de V. litoralis apresentaram teores relevantes de rutina 

e quercetina quando comparadas a espécie obtida diretamente do campo.  

 

• Houve biossíntese de cumarina nas plantas de V. litoralis propagadas in vitro. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 
Os resultados demonstram que o estabelecimento in vitro de V. litoralis pode ser 

efetuado, contudo, novos testes devem ser realizados a fim de monitorar o melhor período 

para a coleta dos explantes. Entre todos os testes realizados a fim de otimizar a 

micropropagação da espécie em estudo, as melhores respostas foram obtidas quando os 

explantes foram coletados das plantas que apresentavam novas brotações e ainda não 

encontravam-se em período de floração. Além disso, nota-se a importância do controle da 

umidade nas plantas matrizes mantidas em casa de vegetação antes da realização dos 

experimentos, pois a mesma propicia a presença de contaminação in vitro. Assim, as 

observações realizadas durante o período dos experimentos corroboram com Grattapaglia e 

Machado (1998) que afirmam que a retirada dos explantes deve ser feita preferencialmente 

a partir de brotações novas que são formadas durante a fase de crescimento da planta, nos 

meses mais quentes do ano, como a primavera e o verão e após o final do período de 

dormência.  

No presente estudo percebeu-se que para a obtenção uniforme de plantas, não são 

necessárias elevadas concentrações de fitorreguladores. O carvão ativado adicionado ao 

meio de cultivo prejudicou a formação de maior número de plantas, no entanto favoreceu o 

crescimento uniforme de raízes em todos os tratamentos e evitou a formação de calos.  

Além disso, os explantes inoculados em meio MS com ausência de fitorreguladores 

formaram bom percentual de plantas completas, fato que auxilia na obtenção de mudas 

com custo reduzido. 

Quanto a propagação vegetativa, acredita-se que esta seja possível, no entanto, há 

necessidade de aprofundar os estudos sobre a realização de experimentos de estaquia com 

V. litoralis.   

 A análise de fluorescência da clorofila e dos pigmentos fotossintéticos nos 

mostram que cultivo in vitro permite que as plantas desenvolvam seu aparato fotossintético 

em um período superior a 60 dias. Fato pode ser confirmado nas plantas de maior altura e 

número de folhas, característica que facilitou a adaptação das mesmas na fase de 

aclimatização.  
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Com os resultados obtidos na análise fitoquímica, pode-se perceber que a 

micropropagação pode auxiliar na obtenção de compostos secundários, pois os mesmos 

foram produzidos em concentrações satisfatórias. A confirmação se dá pela presença de 

polifenóis, quercetina e rutina e cumarinas no extrato das raízes e parte aérea de V. 

litoralis. O potencial antioxidante atribuído a esta espécie, confirma a presença de 

polifenóis constatado também por outros pesquisadores. 
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