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RESUMO 

 

O desmatamento e o aumento do CO2 atmosférico ameaçam espécies arbóreas valiosas como 

Cedrela fissilis, dessa forma, o cultivo in vitro, associado com ventilação natural em sistemas 

fotoautotróficos e fotomixotróficos, é uma alternativa para a sua conservação. Nesse contexto, 

torna-se relevante investigar como diferentes estratégias de cultivo in vitro podem impactar o 

desempenho dessa espécie sob condições controladas. Assim, este trabalho teve como objetivo 

estudar o efeito de sistemas fotoautotróficos e fotomixotróficos com ventilação natural sobre o 

desenvolvimento e características fisiológicas e anatômicas de plantas de Cedrela fissilis 

germinadas in vitro. Para isso, sementes de C. fissilis foram desinfestadas e inoculadas in vitro 

sob diferentes condições de crescimento, e foram realizados dois experimentos: E-I) realizado 

em esquema fatorial 2x2x2, em que foram avaliadas as concentrações de sacarose (0 ou 20 g L-

1), ágar (0 ou 5,5 g L-1) e membranas porosas (Sem e Com), foram realizadas análises de 

germinação ( % de germinação, % de plântulas formadas, tempo médio de germinação (TMG) 

e tempo médio da formação de plântula (TMFP), análises de crescimento (comprimento do 

hipocótilo, da parte aérea e da raiz primária, o número de folhas, nós e raízes), teores de 

pigmentos fotossintéticos e análises anatômicas (micromorfometria); E-II) em  esquema fatorial 

2 x 2, com membranas porosas (2 ou 4), concentração de CO2 – [CO2] (420 ou 800 ppm), foram 

realizados as mesmas análises de crescimento e fisiológicas feitas no E-1, além dessas, foram 

adicionadas análises fisiológicas (conteúdo relativo de água). No E-I evidenciou-se que a 

presença da membrana porosa estimulou o desenvolvimento das plântulas em ambos os meios 

de cultura, com destaque para o meio semissólido, que proporcionou plantas com crescimento 

superior e coloração verde intensa das folhas, mesmo sem adição de sacarose. A suplementação 

com sacarose (20 g L-1) proporcionou o melhor desenvolvimento das plantas, especialmente 

quando combinada com as membranas, que resultou em plantas com maior massa fresca e seca 

da parte aérea e raízes, aumento no comprimento do hipocótilo e parte aérea, maior número de 

nós e raízes, e incremento da área foliar. Adicionalmente, a membrana aumentou 

significativamente as concentrações de clorofila b e carotenoides em plantas de Cedrela fissilis. 

No E-II, o aumento da [CO₂] para 800 ppm e a maior permeabilidade das membranas (4 

membranas) promoveram plantas com crescimento superior da parte aérea, com maior 

biomassa seca e área foliar, além de aumento no número de raízes laterais. O comprimento da 

maior raiz e o diâmetro do caule das plantas não foram afetados, enquanto o diâmetro radicular 

variou conforme a interação entre CO₂ e permeabilidade. Os parâmetros fotoquímicos 

permaneceram estáveis (Fv/Fm, Fv/F0, RC/ABS e PI), o que indica manutenção da 

funcionalidade do fotossistema II. O teor de clorofila a e total foi superior com aumento da 

[CO₂] e permeabilidade, enquanto a clorofila b não foi alterada. Os carotenoides apresentaram 

resposta variável, com redução em alta permeabilidade e CO₂ elevado. A combinação do uso 

de membranas porosas com o meio semissólido, sacarose e o aumento da [CO₂] para 800 ppm, 

junto com maior permeabilidade das membranas, promoveu crescimento superior, maior 

biomassa e melhor desenvolvimento fisiológico em C. fissilis no cultivo in vitro, sem afetar a 

função fotoquímica. Essas estratégias otimizam o ambiente de cultivo, e favorece a 

micropropagação e aclimatação da espécie. 

Palavras- chave: fotomixotrófico; fotoautotrófico; sacarose; Cedro rosa. 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Deforestation and rising atmospheric CO₂ levels threaten valuable tree species such as Cedrela 

fissilis. In this context, in vitro culture associated with natural ventilation in photoautotrophic 

and photomixotrophic systems represents a promising alternative for its conservation. 

Therefore, it is relevant to investigate how different in vitro cultivation strategies may affect 

the performance of this species under controlled conditions. This study aimed to evaluate the 

effects of photoautotrophic and photomixotrophic systems with natural ventilation on the 

development and physiological and anatomical characteristics of C. fissilis plants germinated 

in vitro. Seeds were disinfected and inoculated under different growing conditions, and two 

experiments were conducted: (E-I) a 2 × 2 × 2 factorial design evaluating sucrose concentrations 

(0 or 20 g L⁻¹), agar (0 or 5.5 g L⁻¹), and porous membranes (absence or presence). Germination 

parameters (% germination, % seedling formation, mean germination time—MGT, and mean 

seedling formation time—MSFT), growth traits (hypocotyl, shoot and primary root length; 

number of leaves, nodes, and roots), photosynthetic pigment contents, and anatomical traits 

(micromorphometry) were assessed. (E-II) a 2 × 2 factorial design evaluating the number of 

porous membranes (2 or 4) and CO₂ concentration ([CO₂], 420 or 800 ppm). The same growth 

and physiological analyses as in E-I were performed, with the addition of relative water content 

(RWC). In E-I, the presence of porous membranes enhanced seedling development in both 

culture media, particularly in the semisolid medium, which produced plants with superior 

growth and intense leaf greening even without sucrose supplementation. Sucrose 

supplementation (20 g L⁻¹) promoted improved plant development, especially when combined 

with membranes, resulting in greater fresh and dry biomass of shoots and roots, increased 

hypocotyl and shoot length, higher numbers of nodes and roots, and greater leaf area. 

Additionally, the membrane significantly increased chlorophyll b and carotenoid 

concentrations in C. fissilis plants. In E-II, increasing [CO₂] to 800 ppm and higher membrane 

permeability (four membranes) promoted greater shoot growth, higher dry biomass, larger leaf 

area, and increased numbers of lateral roots. Maximum root length and stem diameter were not 

affected, whereas root diameter varied depending on the interaction between CO₂ and 

permeability. Photochemical parameters (Fv/Fm, Fv/F₀, RC/ABS, and PI) remained stable, 

indicating preserved photosystem II functionality. Chlorophyll a and total chlorophyll contents 

increased with higher [CO₂] and permeability, whereas chlorophyll b remained unchanged. 

Carotenoids showed variable responses, with reductions under high permeability and elevated 

CO₂. Overall, combining porous membranes with semisolid medium, sucrose supplementation, 

elevated [CO₂] (800 ppm), and higher membrane permeability enhanced growth, biomass 

accumulation, and physiological performance of C. fissilis in vitro without impairing 

photochemical function. These strategies optimize the cultivation environment and support the 

micropropagation and acclimatization of the species. 

Key words: photomixotrophic; photoautotrophic; sucrose; pink cedar. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

O desmatamento e o aumento dos níveis de CO2 na atmosfera impactam populações de 

plantas arbóreas de relevância comercial tanto no Brasil, quanto ao nível mundial (Faillace et 

al., 2021; Brandão, 2023). Tais fenômenos contribuem para a redução das áreas florestais, o 

que promove alterações nos ecossistemas e diminui a disponibilidade de habitats adequados 

para o desenvolvimento dessas espécies (Laurance et al., 2014). O aumento da concentração de 

[CO2] pode afetar o crescimento e o desempenho das árvores, o que altera os padrões de 

produtividade e leva a desequilíbrios ecológicos que influenciam na biodiversidade e na 

economia florestal (Norby; Zak, 2011; Scheffers et al., 2016; Börner et al., 2014, Laffitte et al., 

2022). Em conjunto, estes processos põem em risco a sustentabilidade do principal bioma 

brasileiro.  

As medidas de mitigação sugeridas para a agricultura configuram-se como ações de 

adaptação às mudanças climáticas. Tal fato ocorre porque o aumento do sequestro de carbono 

depende, primordialmente, da redução das perdas de nutrientes nos ecossistemas agrícolas, bem 

como do incremento no armazenamento de carbono no solo e nos tecidos de reserva das árvores 

(Smith; Olense, 2010). Manter alta produtividade e utilizar os recursos naturais, como terra e 

água, de maneira mais eficiente são objetivos essenciais, assim como promover o sequestro de 

carbono (Madari et al., 2018).  

 Uma alternativa viável para mitigar o aumento dos gases do efeito estufa é a fixação do 

carbono atmosférico por meio do reflorestamento em grande escala, uma vez que as florestas 

são grandes sequestradoras de carbono (Cerri et al. 2004; Domke et al., 2020; Wallwork et al., 

2022). Por outro lado, o desmatamento contribui para o aumento do efeito estufa, pois, com a 

redução da população arbórea, há maior [CO2] na atmosfera, o que intensifica o aquecimento 

global. 

A maior parte do sequestro de carbono atmosférico ocorre por meio de organismos 

fotossintetizantes, como plantas, plânctons, algas marinhas e bactérias, os quais utilizam a 

energia solar e o CO2
 para sintetizar carboidratos para a sua sobrevivência (Assad et al., 2019). 

Contudo, a propagação de plantas arbóreas de interesse comercial em ambientes naturais pode 

ser comprometida, devido à fragmentação e perda dos habitats e às mudanças climáticas, o que 

resulta em populações isoladas e menos e com menos capacidade de multiplicação vegetativa. 

Consequentemente, a redução de áreas florestais contínuas dificulta a dispersão de sementes e 

o estabelecimento de mudas (Fahrig 2003; Haddad et al., 2015). 

Esse cenário de isolamento e redução da diversidade genética não afeta apenas a 

regeneração natural das florestas, mas também intensifica a vulnerabilidade de determinadas 
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espécies. Muitas delas, já pressionadas pela exploração madeireira e pela perda de habitat, 

encontram-se em categorias de ameaça, o que demanda atenção especial para sua conservação 

(Ramírez-Delgado et a., 2022). Entre as espécies ameaçadas está o cedro-rosa (Cedrela fissilis), 

também conhecido como Cedro-do-Brasil (Laurance et al., 2014), incluído nessa categoria 

principalmente devido à exploração intensiva de sua madeira e à perda de habitat causada pelo 

desmatamento. C. fissilis é uma espécie de grande importância econômica, utilizada na indústria 

madeireira, em projetos paisagísticos, na recuperação de áreas degradadas e na construção naval 

e aeronáutica (Gandara et al., 2014). Por isso, estratégias para a sua conservação devem ser 

adotadas. 

O principal meio de propagação desta espécie é por meio de sementes, que são aladas, 

estreitas lateralmente, e podem atingir comprimento de 35 mm e largura de 15 mm (Carvalho; 

Amâncio, 2002). O conhecimento das características das sementes de cedro-rosa é fundamental 

para definir a melhor forma de utilizá-las. O manejo de sementes de espécies florestais 

apresenta diversas dificuldades, o que torna imprescindível o desenvolvimento de técnicas 

adequadas para a produção, manipulação e análise da viabilidade das sementes, com o objetivo 

de obter plantas de alta qualidade em tempo reduzido (Martins; Lago, 2008). A produção de 

sementes de cedro-rosa ocorre de forma irregular e, em condições naturais, apresenta baixa 

longevidade. Dessa maneira, o desenvolvimento de técnicas que acelerem e aprimorem o 

processo de germinação é essencial para a propagação eficiente da espécie (Kissmann et al., 

2011). 

Apesar das vantagens de comercialização de mudas clonais, a produção de mudas de C. 

fissilis é majoritariamente realizada por sementes dentro de viveiros comerciais, entretanto 

existem viveiros que utilizam propagação de plantas por estacas, mini estacas e 

micropropagação (Junior et al., 2021; Rosa et al., 2021). Entre as estratégias de propagação de 

espécies vegetais pode-se citar o cultivo in vitro, o qual é um conjunto de técnicas que 

possibilita a superação de desafios associados à propagação natural e à conservação de plantas 

ameaçadas de extinção, constituindo-se numa ferramenta biotecnológica valiosa para propagar 

e preservar espécies arbóreas, como C. fissilis, em condições controladas (Bonfá, 2019). Além 

disso, a germinação e propagação in vitro de diversas espécies têm sido aprimoradas por meio 

do uso de ventilação natural, com a aplicação de membranas porosas, que favorecem a troca 

gasosa entre o ambiente interno do recipiente e o externo (Silveira et al 2022).  

O cultivo in vitro de C. fissilis pode ser aprimorado por meio da utilização de sistemas 

fotoautotróficos ou fotomixotróficos com ventilação natural, o que depende das condições 

específicas de crescimento e dos objetivos do cultivo. A ventilação natural emprega recursos 
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naturais como correntes de ar e ventilação passiva, e contribui para a redução dos custos 

operacionais associados ao cultivo in vitro. Trata-se de um método simples, que pode ser 

implementado em instalações com acesso adequado à ventilação natural, como estufas ou salas 

de cultivo bem ventiladas. Esse tipo de ventilação oferece um ambiente mais próximo das 

condições naturais, o que pode favorecer o crescimento e o desenvolvimento das plantas 

(Bellintani et al., 2007; Lazzarini et al., 2019; Silva et al., 2014).  

No cultivo fotomixotrófico o carbono que a planta precisa é disponibilizado a partir do 

CO2 atmosférico, e pela adição de carboidratos como a sacarose ao meio de cultura. Por outro 

lado, o cultivo fotoautotrófico é caracterizado pelo crescimento das plantas in vitro sem a adição 

de açúcares ao meio de cultura (Kozai; Kubota, 2005; Souza et al., 2023). O sistema 

fotoautotrófico, associado a sistemas de ventilação que promovam a taxa adequada de trocas 

gasosas entre o ambiente externo e o microambiente in vitro, favorece o desenvolvimento de 

estruturas foliares mais funcionais, como estômatos ativos e cutículas mais espessas, além de 

um sistema fotossintético mais eficiente. Isso resulta em plantas com maior qualidade 

fisiológica e sobrevivência durante a aclimatação ex vitro, que podem chegar a taxas próximas 

de 100% (Miranda, 2018; Souza et al., 2023). 

Para otimizar o cultivo fotoautotrófico, além de eliminar a sacarose do meio, são 

adotadas estratégias como o aumento da concentração de CO2 e da intensidade luminosa, 

ventilação dos frascos para melhorar as trocas gasosas e uso de suportes porosos no lugar do 

ágar (Miranda, 2018). Esse sistema depende das condições específicas de cultivo e dos 

objetivos do programa de propagação e conservação da espécie. 

Estudos recentes com Cedrela fissilis in vitro abrangem análises fisiológicas, 

bioquímicas e proteômicas que detalham fatores que modulam o desenvolvimento das plantas, 

como o estudo de Ribeiro et. al (2024), que investigaram o efeito do ácido 2,3,5-

triiodobenzoico, que demonstrou alterar níveis endógenos de poliaminas e de AIA, além de 

modificar o perfil proteômico durante a propagação in vitro, evidenciando sua influência sobre 

sinais hormonais e rotas metabólicas essenciais ao crescimento. Aragão et al. (2023), estudaram 

a inibição da síntese de putrescina e os resultados apontaram para uma má formação de brotos 

diante da redução dessa poliamina, que elucida a importância do metabolismo de poliaminas na 

regeneração in vitro. 

Pesquisas voltadas ao estabelecimento de protocolos práticos de micropropagação 

também foram conduzidas, com ênfase em condições de cultivo, composição do meio, 

multiplicação de brotos e enraizamento, oferecendo bases aplicáveis para produção de mudas e 

conservação da espécie (BONFÁ, 2021). 
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Diante do panorama apresentado, torna-se evidente que a conservação de C. fissilis 

depende do desenvolvimento de técnicas de propagação eficientes que assegurem a produção 

de mudas viáveis e de alta qualidade. O gargalo central explorado neste estudo está na 

otimização do cultivo in vitro de C. fissilis, especialmente por meio da adoção de sistemas 

fotoautotróficos associados à ventilação natural, os quais podem reduzir custos, melhorar o 

desempenho fisiológico das plantas e aumentar as taxas de sobrevivência durante a aclimatação. 

Dessa forma, a pesquisa buscou avançar na superação das limitações da propagação natural da 

espécie, e oferecer alternativas biotecnológicas que conciliem conservação e produção 

sustentável. 
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Capítulo I 

________________________________________________________________ 

Aspectos fisiológicos de Cedrela fissilis Vellozo propagada in vitro sob condições 

fotomixotróficas e fotoautotróficas e com ventilação natural 
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1. INTRODUÇÃO  

Cedrela fissilis Vell., popularmente conhecida como cedro-rosa, é uma espécie arbórea 

pertencente à família Meliaceae, amplamente distribuída em formações florestais da América 

do Sul, o que inclui as Florestas Ombrófilas Densa e Submontana. Trata-se de uma planta 

heliófita facultativa, adaptável a solos férteis e bem drenados, com valor ecológico e econômico 

significativo, especialmente por sua madeira nobre, utilizada na fabricação de móveis, 

instrumentos musicais e artesanato (Carvalho, 2003; Otalakoski et al., 2021; Cusatis, 2014). No 

entanto, o crescimento moderado da espécie e sua exploração predatória têm resultado em 

ameaças crescentes à sua conservação, o que torna urgente a adoção de estratégias eficazes para 

sua propagação e preservação (Krainovic et al., 2023; Santos et al., 2009; Paredes-Villanueva 

et al., 2016). 

Nesse contexto, o cultivo in vitro surge como uma alternativa promissora para a 

propagação e conservação de espécies ameaçadas, como a C. fissilis, isso porque a produção de 

mudas em viveiros possui entreves como baixa produção de sementes, falta de mão de obra 

qualificada, e infraestrutura (Freire et al., 2022; Guimarães et al., 2024). A técnica de 

micropropagação permite a multiplicação de indivíduos geneticamente idênticos, sob condições 

assépticas e controladas, e reduzir a pressão sobre populações naturais (Trazzi et al., 2019).  

Entre os sistemas utilizados para a cultura de tecidos vegetais, destacam-se os 

fotomixotróficos e fotoautotróficos, cada um com características próprias de condução do 

cultivo. O sistema fotomixotrófico é o mais utilizado convencionalmente e se caracteriza pela 

presença de sacarose no meio de cultura como fonte de carbono exógena, além do CO2 

atmosférico e luz artificial (Kozai; Kubota, 2005). A sacarose, nesse caso, é fundamental para 

o fornecimento de energia metabólica, principalmente em espécies com limitada capacidade 

fotossintética in vitro (Costa Nunes et al., 2002; Ribeiro et al., 2022). Entretanto, o cultivo 

fotomixotrófico apresenta desafios consideráveis, especialmente relacionados à limitação das 

trocas gasosas nos recipientes, o que compromete o desenvolvimento pleno da planta. O 

excesso de umidade, a baixa concentração de CO2 e a ventilação restrita nesse sitema resultam 

em tecidos com baixa funcionalidade fotossintética, turgidez excessiva e anatomia foliar 

alterada (Cha-um et al., 2011; Pospíšilová et al., 1999). Isso afeta negativamente a germinação 

e multiplicação in vitro e, sobretudo, a sobrevivência das plantas durante a aclimatação, etapa 

crítica em que as plântulas são transferidas do ambiente estéril para o ambiente natural (Souza 

et al., 2023). 

Diante dessas limitações, o cultivo fotoautotrófico tem se destacado como uma 

alternativa viável. Esse sistema se caracteriza por eliminar a sacarose do meio de cultura e 
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promover o uso de luz e CO2 como fontes de energia e carbono, o que exige o uso de maiores 

níveis de irradiância e técnicas que favoreçam a ventilação dos recipientes, como membranas 

porosas e sistemas de ventilação forçada (Kozai; Kubota, 2005; Saldanha et al., 2012). De fato, 

estudos demonstraram que plantas cultivadas sob condições fotoautotróficas apresentaram 

maior robustez morfológica (maior número de folhas formadas, maior tamanho do hipocótilo) 

e aumento da biomassa e da taxa de sobrevivência na aclimatização (Barbosa, 2016; Batista et 

al., 2017). Contudo, a eficácia desse sistema depende da capacidade autotrófica da espécie, 

entretanto nem todas as espécies respondem de forma satisfatória à ausência de sacarose (Souza 

et al., 2020; Gago et al., 2021). 

Um estudo com abacaxizeiro cv. Pérola demonstrou que a redução da concentração de 

sacarose de 30 g L-1 para 10 g L-1, associada ao uso de membranas permeáveis a gases nos 

frascos, promoveu maior crescimento da parte aérea, área foliar, massa fresca e índices 

fotossintéticos superiores, mesmo sem aumento significativo na assimilação fotossintética de 

carbono, entretanto a eliminação total da sacarose, mesmo com ventilação adequada, não foi 

suficiente para a produção de biomassa nessa espécie, o que indica que o cultivo 

fotomixotrófico é mais indicado para o abacaxizeiro in vitro (Alves, 2021). Portanto, a adição 

de um pequeno percentual de sacarose ao meio de cultura, que transforme o sistema de 

fotoautotrófico para fotomixotrófico, promove um aumento significativo nos teores de 

pigmentos fotossintéticos e confere maior resistência das mudas a fatores abióticos durante a 

aclimatização (Souza et al., 2023). Outros estudos apontam que a redução da sacarose, 

ventilação dos frascos e aumento da qualidade e intensidade da luz estimulam a capacidade 

fotossintética das plantas cultivadas in vitro, o que resulta em mudas mais rústicas e com melhor 

adaptação à aclimatização ex vitro (Couto et al., 2014). Portanto, compreender a dinâmica 

metabólica de cada espécie e a maneira que elas fazem o uso do carbono externo, seja ele 

proveniente da sacarose ou do CO2 do ambiente é essencial para se obter sucesso nos protocolos 

de propagação (Silva et al, 2019; Silva et al., 2021). 

Assim, o estabelecimento de protocolos eficientes para a germinação e micropropagação 

in vitro de C. fissilis, que avaliem os efeitos dos sistemas fotomixotrófico e fotoautotrófico, é 

essencial para otimizar seu cultivo e facilitar a posterior aclimatação. A superação das 

dificuldades técnicas relacionadas à baixa fotossíntese e à fragilidade estrutural das plantas 

cultivadas in vitro representa um passo importante na conservação e uso sustentável dessa 

espécie de alto valor ecológico e econômico.  
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Geral 

Estudar o efeito de sistemas fotoautotróficos e fotomixotróficos com ventilação natural 

sobre o desenvolvimento e características fisiológicas e anatômicas de plantas de Cedrela 

fissilis germinadas in vitro.  

 

2.2. Específicos 

• Determinar o efeito de sistemas fotoautotróficos e fotomixotróficos com ventilação 

natural sobre a germinação in vitro de sementes de C. fissilis; 

• Verificar a influência da consistência do meio de cultura sobre a germinação de 

sementes e desenvolvimento das plantas de C. fissilis; 

• Identificar possíveis adaptações morfológicas, anatômicas  e fisiológicas de plantas in 

vitro de C. fissilis às condições de cultivo fotoautotrófica e fotomixotrófica, através da 

caracterização anatômica das folhas, raízes e caules.  

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS  

O trabalho foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos (LCT), em colaboração 

com o Laboratório de Ciências Ambientais e Biodiversidade (LCAB), ambos pertencentes à 

Universidade Estadual do Maranhão (UEMA). 

 

3.1 Desinfestação das sementes de Cedrela fissilis 

As sementes de C. fissilis (Cedro Rosa) foram adquiridas do distribuidor “Sementes 

Caiçara” (Brejo Alegre, São Paulo – Brasil) e armazenadas em geladeira a 4 ºC no LCT. A 

desinfestação e inoculação das sementes seguiram a metodologia de Ríos-Ríos et al. (2019) e 

Aragão et al. (2015), com modificações. No LCT, o excesso da asa da semente foi eliminado 

com ajuda de tesoura e, em seguida, as sementes foram colocadas em contato com uma solução 

de detergente neutro por 30 minutos. Após esse período, a desinfestação foi realizada em 

câmara de fluxo laminar, que iniciou com a lavagem das sementes com água destilada estéril 6 

vezes. Em seguida, foram realizadas as seguintes etapas, com lavagem com água destilada 

estéril de 3 a 6 vezes entre cada uma: i) hipoclorito de sódio (NaOCl) a 2,5% de cloro ativo, 

foram adicionadas 4 gotas de Tween 20® (Isofar Ltda®, Duque de Caxias – RJ, Brasil) para 

cada 100 mL da solução, durante 7 minutos; ii) imersão em etanol (C2H6O) 70% por 2 minutos; 
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iii)  repetição da etapa (i), com exposição das sementes  por 20 minutos; iv) imersão em solução 

estéril de polivinilpirrolidona (PVP 500 mg L-1) por 24 horas, no escuro a 25 °C.  

No dia seguinte, em câmara de fluxo laminar, foram realizadas três lavagens com água 

destilada estéril. Em seguida, foram repetidas as etapas (ii) e (i), com tempo de exposição de 2 

e 15 minutos, respetivamente. Após a desinfestação, as sementes foram mantidas em solução 

estéril de PVP 500 mg L-1 enquanto foram inoculadas no meio de cultura, o excesso de solução 

foi retirado e foram colocadas as sementes sobre papel toalha estéril antes da inoculação. 

 

3.2 Germinação in vitro de Cedrela fissilis em condições fotomixotróficas e 

fotoautotróficas, com ventilação natural 

As sementes foram inoculadas, logo após a desinfestação, em tubos de vidro de 24 x 

150 mm com 10 mL de meio Murashige e Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) com a 

metade da concentração  de macro e micronutrientes (½ MS), suplementado com mio-inositol 

(100 mg L-1) e vitaminas MS, neste meio de cultivo foram testadas duas concentrações de 

sacarose (0 e 20 g L-1) (Isofar, Duque de Caxias, Brasil) e duas consistências do meio, líquido 

e semissólido gelificado com Agargel (5,5 g L-1). O pH dos meios foi ajustado para 5,8 ± 0,03 

antes de serem autoclavados a 121 °C e 108 kPa durante 15 minutos. Uma semente foi inoculada 

por tubo. Adicionalmente, duas condições de vedação foram testadas, foram utilizadas tampas 

de polipropileno sem membrana [taxa de troca de CO2 (TTCO2) de 1,33 µL L−1 s−1] e com uma 

membrana porosa elaborada conforme Saldanha et al. (2012), que cobrisse um orifício de 10 

mm de diâmetro (TTCO2 de 1,84 µL L−1 s−1) (Pinheiro et al., 2013). Finalmente, os tubos foram 

vedados com filme de PVC. O experimento foi realizado em esquema fatorial 2x2x2, com duas 

concentrações de sacarose (0 e 20 g L-1), duas consistências de meio (semissólido e líquido) e 

duas condições de vedação (tampas sem e com membrana), que totalizou 8 tratamentos (Tabela 

1). O material vegetal foi mantido em sala de crescimento a 25 ± 2 ºC, com fotoperíodo de 16 

horas de luz e irradiância de 40 µmol m-2 s-1 proveniente de duas lâmpadas LEDs (Diodos 

Emissores de Luz) de cor branca (Tubular T8 Led, 10w, Brasília, Brasil) e umidade controlada, 

durante 60 dias. 
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Tabela 1: Descrição dos tratamentos aplicados na germinação in vitro de Cedrela fissilis em 

condições fotomixotróficas e fotoautotróficas com ventilação natural. 

Tratamento 
Concentração de 

Sacarose (g L-1) 
N° de Membranas 

Consistência do 

meio 

T1 0  0 Semissólido 

T2 0  1 Semissólido 

T3 0  0 Líquido 

T4 0  1 Líquido 

T5 20  0 Semissólido 

T6 20  1 Semissólido 

T7 20  0 Líquido 

T8 20  1 Líquido 

 

3.3. Análises de germinação 

 As análises decorreram de inspeção visual diária durante 60 dias e foram determinados 

porcentagem de germinação e de plantas completamente formadas, tempo médio de germinação 

(TMG) e tempo médio da emissão da primeira folha verdadeira (TMPF).  

 

3.4. Análises de crescimento 

 

Após 60 dias de cultivo foram determinados o comprimento do hipocótilo, da parte aérea 

e da raiz primária, o número de folhas, nós e raízes. A área foliar foi medida com auxilio do 

software ImageJ (National Institute of Health, EUA) 1.49v, por meio das imagens das folhas 

individuais capturadas com celular Samsung Galaxy A51 (Schneider et al., 2012). As massas 

fresca e seca foram determinadas a partir do material vegetal, disposto dentro de sacos de papel, 

em estufa de circulação de ar forçado (Ambikontrol: modelo Novus n1030) a 45 °C durante 72 

h. 

 

3.5. Determinação de pigmentos fotossintéticos 

 

Os pigmentos fotossintéticos foram extraídos com base na metodologia de Santos et al. 

(2008), com algumas modificações. Para isso, foram utilizadas seis repetições por tratamento 

(6 plantas), das quais foram retirados três discos foliares de 3 mm de diâmetro, obtidos da 
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terceira folha completamente desenvolvida contada a partir do ápice, e imersos em 3 mL de 

dimetilsulfoxido (DMSO) (Isofar® Ltda, Duque de Caxias, RJ, Brasil) por 48 horas, no escuro.  

A absorbância das amostras foi determinada a 480, 649 e 665 nm com o uso de um 

espectrofotômetro UV-visível (modelo UV-M51; BEL Engineering Company, Monza, Itália), 

com cubeta de quartzo de 10 mm de caminho óptico. A determinação dos níveis de clorofila a, 

clorofila b e carotenoides foi realizada segundo Wellburn (1994), pelas seguintes fórmulas: 

Clorofila a = 12.19A665 – 3.45A649 

Clorofila b = 21.99 A649 – 5.32A665 

Carotenoides = (1000A480 – 2.14Ca -70.16Cb) / 220 

 

3.6. Anatomia vegetal e análise micromorfométrica  

 

Segmentos da região mediana da folha (do segundo par de folhas expandidas, contadas 

a partir do ápice), que compreendeu a nervura central e parte do limbo, foram seccionados a 

partir das plantas frescas entre as 14:00 – 16:00 h e, acondicionadas em eppendorf com FAA50 

(Ácido acético glacial e Formaldeído) por 48 horas. Por cada repetição biológica (de uma planta 

/ tubo) foi coletado um explante, o que totalizou quatro repetições biológicas por tratamento. 

Após esse período, as amostras foram retiradas do FAA50 e passaram por uma série elítica em 

concentrações crescentes de etanol (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 100%), para a desidratação 

gradual do tecido. Em seguida, foram realizados os processos de pré-infiltração (Etanol 100% 

+ Historesina líguida), infiltração (Historesina líquida +pó ativador) e polimerização 

(Historesin; Leica Instruments, Jena, Germany).  

Os cortes anatômicos transversais foram obtidos em micrótomo rotativo semiautomático 

(MRP2015, Lupetec Tecnologia Aplicada, São Carlos, SP, Brasil), ajustado para espessura 

entre 5-7 µm. Os cortes foram cuidadosamente coletados e transferidos para água aquecida, 

para extensão completa das secções. Posteriormente, as secções expandidas foram transferidas 

para lâminas de microscopia e os cortes foram corados com azul de toluidina (pH 3,2) 

(O´BRIEN & MCCULLY, 1981). As imagens dos cortes foram analisadas e visualizadas em 

microscópio de luz (B20T, Bioptika, Colombo, PR, Brasil) com sistema U-photo, acoplado a 

câmera fotográfica digital (CMOS-5.0, Bioptika, Colombo, PR, Brasil) e software capture 

V2.1.  

As análises micromorfométricas foram realizadas a partir de imagens digitais do limbo 

foliar e nervura central da folha, obtidas com o uso da objetiva de 10X. As dimensões celulares 

da epiderme abaxial e adaxial, parênquima paliçádico, mesofilo e espaços intercelulares, foram 
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feitas na vertical, na largura e altura, e o espaço intercelular foi medido através da área. As 

medidas foram determinadas com o auxílio do software ImageJ®. As análises foram realizadas 

em três pontos diferentes de cada fotografia analisada para cada material vegetal (folha), foram 

utilizadas 3 fotos de cortes realizados em profundidades diferentes e, por tratamento foram 

analisadas quatro repetições biológicas, o que totalizou 96 medições (8x4x3) para cada 

parâmetro. 

 

3.7. Análises estatísticas 

 

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados em esquema 

fatorial 2x2x2, onde os fatores foram: tipo de meio (semissólido ou líquido), número de 

membranas porosas (0 ou 1) e concentração de sacarose (0 ou 20 g L-1). Para as análises de 

crescimento e determinação de pigmentos fotossintéticos foram utilizadas 6 repetições, 

enquanto paras as análises micromorfométrica foram usadas 4 repetições por planta. Os dados 

foram submetidos a análise de variância bidirecional (ANOVA), com as médias o comparadas 

pelo teste de Tukey a 5% de significância, através do programa Genes, versão 1990.2018.39 

(Cruz, 2016). 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Efeito do meio de cultivo, sacarose e uso de membrana porosa na Germinação de 

Cedrela fissilis em cultivo in vitro 

 

A porcentagem de germinação não foi significativamente afetada por nenhum dos 

fatores isolados ou suas interações, portanto, as condições avaliadas não influenciaram a 

capacidade inicial de germinação das sementes de de Cedrela fissilis em cultivo in vitro. Por 

outro lado, o tempo médio de germinação foi significativamente influenciado pelo tipo de meio 

de cultivo e pela concentração de sacarose, além de apresentar interação significativa entre tipo 

de meio e membrana, sugere-se portanto que a velocidade de germinação depende da 

combinação desses fatores. Quanto à porcentagem de plântulas formadas, não foram 

observados efeitos significativos (Tabela 2). 

Em relação ao tempo médio para formação de plântulas, tanto o tipo de meio quanto a 

concentração de sacarose apresentaram efeitos significativos, assim como a interação entre 

sacarose e membrana, o que demonstrou que o desenvolvimento das plântulas é sensível à 

presença de carboidrato e à permeabilidade gasosa proporcionada pela membrana (Tabela 2).
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Tabela 2: Valores do teste F para os efeitos principais (tipo de meio, concentração de sacarose e presença de membrana) e suas interações sobre 

variáveis relacionadas à germinação, tempo média de germinação, plântulas formadas, tempo médio de plântulas formadas de Cedrela fissilis em 

cultivo in vitro.  

  

Valores com “**” indicam significância estatística (p < 0,05) e “ns” indica ausência de significância. 

 

  

Variáveis 
Tipo de 

meio (TM) 

Concentração de 

sacarose (CS) 
Membrana (M) TM x CS TM x M CS x M 

TM x CS x 

M 

Germinação (%) 0.0156 ns 0.2179 ns 1.2274 ns 0.1661 ns 0.0545 ns 0.2088 ns 1.5765 ns 

TMG 15.6382 ** 5.1530 * 0.0043 ns 2.1472 ns 0.0001 ** 0.1708 ns 1.1804 ns 

Plântulas formadas 

(%) 
0.4085 ns 0.9145 ns 0.3370 ns 0.0280 ns 0.2949 ns 0.1668 ns 2.1228 ns 

TMPF 28.7678 ** 10.2717 ** 0.0094 ns 0.4866 ns 10.9010 ** 3.9721 ns 2.7861 ns 
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A utilização de membrana favoreceu a germinação das sementes de C. fissilis in vitro, 

a porcentagem de germinação foi superior a 60% em todas as condições testadas, apesar disso, 

não houve diferenças estatísticas, porém, houve uma tendência (não significativo) para maior 

valor em meio líquido com 0 de sacarose, especialmente na presença de membrana, tanto no 

meio líquido quanto no semissólido, onde os valores ultrapassaram 80% (Figura 1A). 

 O meio líquido proporcionou menores valores de tempo médio de germinação 

(TMG) das sementes de C. fissilis em comparação ao meio semissólido, independentemente da 

presença de membrana. Ainda, a presença de membrana não resultou em diferenças 

significativas dentro de cada tipo de meio (Figura 1B). Quanto à porcentagem de plântulas 

formadas, não houve diferença significativas, porém verifica-se um padrão semelhante ao 

observado na germinação das sementes, em que os tratamentos sem sacarose, especialmente 

com membrana, apresentaram maior eficiência na formação de plântulas, com valores próximos 

a 80%. Isso reforça o papel positivo da membrana na promoção do desenvolvimento inicial das 

plântulas (Figura 1C). 

O meio líquido sem membrana proporcionou os menores valores de tempo médio para 

a formação de plântulas (TMPF), enquanto o meio semissólido, com ou sem membrana, 

apresentou tempos significativamente maiores. O meio líquido, sem restrição à troca gasosa, 

favoreceu o desenvolvimento mais rápido das plântulas de C. fissilis, uma vez que a presença 

de membrana aumentou o TMPF nesta consistência do meio, mas reduziu levemente no meio 

semissólido (Figura 1D). 
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4.2. Efeito do meio de cultivo sacarose e uso de membrana porosa no crescimento de 

Cedrela fissilis em cultivo in vitro 

 

As características morfológicas de Cedrela fissilis também foram influenciadas 

principalmente pela presença da membrana no cultivo in vitro, observou-se um aumento 

significativo no comprimento do hipocótilo, da parte aérea e da raiz primária. A disponibilidade 

Figura 1: Germinação das sementes de Cedrela fissilis germinadas in vitro sob fatores distintos 

de sacarose (0 e 20 g L⁻¹), consistência do meio (líquido e semissólido) e vedação (0 e 1 

membrana). A) Germinação (%); B) Tempo médio de germinação (TMG); C) Plântulas 

formadas; D) Tempo médio para a formação de plântulas (TMPF). Nas figuras B e D: letras 

maiúsculas comparam os distintos tipos de vedação dentro de uma mesma consistência do meio 

de cultura; letras minúsculas comparam as diferentes consistências do meio de cultura no 

mesmo tipo de vedação. Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenças 

estatisticamente significativas pelo teste Tukey (p < 0,05). Cada valor representa a média ± E.P. 

(n=06) 
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de carbono exógeno e as condições de troca gasosa foram determinantes para o crescimento 

radicular, uma vez que a concentração de sacarose também afetou o comprimento da raiz 

primária (Tabela 3, Figura 2). 

As variáveis relacionadas ao número de folhas, raízes e nós não apresentaram diferenças 

significativas entre os tratamentos, o que sugere que essas variáveis morfológicas morfológicos 

são menos sensíveis às variações do meio e das condições de cultivo avaliadas (Tabela 3). Por 

fim, a biomassa das plântulas foi significativamente influenciada pela presença da membrana, 

que aumentou tanto a massa fresca quanto a massa seca da parte aérea e das raízes. A 

concentração de sacarose também teve efeito significativo sobre a massa seca da parte aérea, 

enquanto a interação entre tipo de meio e sacarose influenciou a massa fresca das raízes (Tabela 

3).  
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Tabela 3: Valores do teste F para os efeitos principais (tipo de meio, concentração de sacarose e presença de membrana) e suas interações sobre 

variáveis relacionadas ao desenvolvimento morfológico e biomassa de plântulas de Cedrela fissilis em cultivo in vitro.  

Valores com “**” indicam significância estatística (p < 0,05) e “ns” indica ausência de significância; CH: Comprimento do hipocótilo; CPA: Comprimento da 

parte aérea; CRP: Comprimento da raíz principal; NF: Número de folhas; NR: Número de raízes; NN: Número de nós; MFPA: Massa fresca da parte aérea; 

MFR: Massa fresca da raiz; MSPA: Massa seca da parte aérea; MSR: Massa seca da raiz. 

 

Variáveis 
Tipo de meio 

(TM) 

Concentração de 

sacarose (CS) 
Membrana (M) TM x CS TM x M CS x M TM x CS x M 

CH (cm) 0.6341 ns 7.7672 ** 4.5684 * 1.1421 ns 0.7746 ns 0.5379 ns 0.2323 ns 

CPA(cm) 0.8603 ns 0.1348 ns 11.5668 ** 0.7562 ns 0.7901 ns 0.7562 ns 0.7562 ns 

CRP(cm) 3.7882 ns 9.7636 ** 13.8747 ** 2.4782 ns 0.0670 ns 3.0768 ns 0.4236 ns 

NF 0.5292 ns 0.0108 ns 0.0108 ns 1.3067 ns 0.0108 ns 0.8747 ns 0.5292 ns 

NR 3.5397 ns 1.9670 ns 12.9008 ** 1.9670 ns 1.6019 ns 1.4334 ns 0.3382 ns 

NN 0.4513 ns 2.1841 ns 9.5487 ** 0.1625 ns 0.4513 ns 3.0505 ns 0.0181 ns 

MFPA (g) 0.0823 ns 0.0464 ns 102.8800 ** 0.0584 ns 0.0499 ns 3.9819 ns 0.1135 ns 

MFR (g) 0.9180 ns 1.4492 ns 38.3954 ** 0.0406 ns 0.0784 ns 1.4040 ns 0.7039 ns 

MSPA (g) 0.3291 ns 6.8143 * 44.2020 ** 1.1718 ns 0.0414 ns 0.2619 ns 0.3855 ns 

MSR (g) 0.2047 ns 1.5101 ns 102.9902 ** 1.7125 ns 0.4197 ns 0.1007 ns 0.5952 ns 
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Dentre as três variáveis testadas na germinação in vitro de C. fissilis, o uso de 

membranas porosas (0M e 1M) e a concentração de sacarose foram os fatores mais relevantes 

no desenvolvimento das plantas, tanto em meios líquidos, quanto semissólidos. Entre os 

tratamentos sem adição de sacarose, o uso de membranas no meio semissólido induziu melhor 

crescimento da parte aérea das plantas, com folhas mais expandidas e coloração verde intensa. 

A presença de sacarose no meio de cultura (20 g L-1), a ausência de agente gelificante (meio 

líquido) e, o uso de uma membrana porosa (1M), estimularam também o desenvolvimento da 

raiz. De forma geral, o meio líquido favoreceu a expansão da parte radicular das plantas 

germinadas, contudo, se associado à ausência de sacarose e de membranas proporcionou plantas 

de menor qualidade, com folhas cloróticas e deformadas, além de maior hiperidricidade. Quanto 

a formação de raízes, o uso de membranas de uma membrana foi favorável, em que é possível 

observar que sem as membranas praticamente não houve o desenvolvimento do sistema 

radicular (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Plantas de Cedrela fissilis germinadas in vitro sob fatores distintos de sacarose (0 e 

20 g L⁻¹), consistência do meio (líquido e semissólido) e vedação (0 e 1 membrana). Barras = 

1 cm. 

 

A sacarose e a membrana foram os fatores que mais alteraram o comprimento do 

hipocótilo (CH) e o comprimento da raiz primária (CRP) das plantas germinadas de C. fissilis. 

Embora não houve interação entre estes fatores, a adição de sacarose (20 g L-1) e a presença da 
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membrana (1M) aumentaram significativamente o CH (Figura 3A) e o CRP (Figura 3D). O 

comprimento da parte aérea (CPA), número de nós por plântula (NN) e número de raízes (NR) 

diferiram significativamente apenas para o fator membrana, com valores superiores na 

utilização de 1M em comparação com 0M (Figuras 3B, 3C e 2E). 

Para a área foliar houve interação entre os fatores sacarose e membrana, onde observou-

se que plantas de C. fissilis germinadas com 1M em meio isento de sacarose (0 g L-1) 

apresentaram maior expansão foliar (32 ± 3,4 cm2). De forma geral, a ausência de membrana 

(0M), com ou sem sacarose no meio (20 e 0 g L-1) alterou negativamente o desenvolvimento 

das folhas, e foi possível a obtenção de área foliar 2 - 3 vezes menor em comparação com 

plantas cultivadas com 1M (Figura 3F). Não houve diferença significativa no número de folhas 

entre os diferentes tratamentos, independentemente da concentração de sacarose, vedação ou 

consistência do meio de cultivo (líquido ou semissólido) (Figura 3G). 
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Figura 3: Parâmetros avaliados durante a germinação de sementes de Cedrela fissilis 

germinadas in vitro sob fatores distintos de sacarose (0 e 20 g L⁻¹), consistência do meio (líquido 

e semissólido) e vedação (0 e 1 membrana). A) Germinação; B) Tempo médio de germinação; 

C) Plântulas formadas; D) Tempo médio para a formação de plântulas. Nas figuras B e D: letras 

maiúsculas comparam os distintos tipos de vedação dentro de uma mesma consistência do meio 

de cultura; letras minúsculas comparam as diferentes consistências do meio de cultura no 

mesmo tipo de vedação. Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenças 

estatisticamente significativas pelo teste Tukey (p < 0,05). 

 

O uso de membranas porosas foi o fator que mais influenciou na massa fresca da parte 

aérea (MFPA) (Figura 4A) e radicular (MFR) (Figura 4B) de Cedrela fissilis, que atingiu 

aproximadamente 0,42 g ± 0,01 de MFPA e 0,6 g ± 0,2 de MFR com 1M, correspondentes a 

valores 2,8 e 2 vezes superiores aos obtidos nas plantas cultivadas sem membranas porosas. 

Para a massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca das raízes (MSR) não houve interação 

entre os três fatores testados. Porém, a concentração de sacarose e o uso de membranas 

analisados individualmente, influenciaram nos resultados de MSPA, onde 20 g L-1 de sacarose 

e 1M induziram maior acúmulo de biomassa, com valores de 0,04 ± 0,08 e 0,05 ± 0,01, 
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respetivamente (Figura 4C). Todavia, o uso de membranas foi o único fator que alterou a 

produção de MSR, no qual foi significativamente superior no tratamento 1M, com valores de 

0,07 ± 0,01 g, 2,3 vezes mais em comparação com 0M (0,03 ± 0,01g) (Figura 43D). 

 

 

Figura 4: Biomassa fresca e seca de plantas de Cedrela fissilis germinadas in vitro sob fatores 

distintos de sacarose (0 e 20 g L⁻¹), consistência do meio (líquido e semissólido) e vedação (0 

e 1 membrana). A) Massa fresca da parte aérea em função da vedação; B) massa fresca das 

raízes em função da vedação; C) Massa seca da parte aérea em resposta à sacarose e vedação; 

D) Massa seca das raízes em função da vedação. Médias seguidas por letras diferentes indicam 

diferenças estatisticamente significativas segundo o teste Tukey (p < 0,05) (n=06) 

 

A interação entre os fatores consistência do meio de cultivo (líquido e semissólido) e a 

concentração de sacarose (0 e 20 g L-1) influenciou significativamente no conteúdo de clorofila 

a (Figura 5A) e clorofila total (Figura 5C) das plantas de C. fissilis germinadas in vitro. Ao usar 

o meio líquido, a adição de sacarose incrementou a clorofila a e a clorofila total, enquanto no 

meio semissólido não houve diferença significativa entre as duas concentrações de sacarose 

utilizadas (Figuras 5A e 5C).  
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Quanto ao sistema de vedação, a presença da membrana (1M) promoveu um aumento 

significativo na concentração de clorofila b, com valores superiores a 12 µg cm-2; enquanto na 

ausência da membrana proporcionou plantas com os valores menores que 10 µg cm-2 (Figura 

5B). Da mesma forma, a presença da membrana influenciou positivamente no teor de 

carotenoides, em que foi obtido valores superiores a 5 µg cm-2 (Figura 5D). Para a proporção 

entre clorofila a e b não houve efeito dos fatores testados analisados de forma isolada e a 

interação de fatores (Figura 5E).  

 

 

Figura 5: Conteúdo de pigmentos fotossintéticos em plantas de Cedrela fissilis germinadas in 

vitro sob fatores distintos de sacarose (0 e 20 g L⁻¹), consistência do meio (líquido e 

semissólido) e vedação (0 e 1 membrana). A) Clorofila a em função da consistência do meio e 

da sacarose; B) Clorofila b dependente do sistema de vedação; C) Clorofila total de acordo com 

a consistência do meio e a sacarose. D) Carotenoides sob influência da vedação; E) Relação 

entre clorofila a e b nos diferentes tratamentos. Nas figuras A e C, letras maiúsculas comparam 

as concentrações de sacarose dentro do mesmo tipo meio; letras minúsculas comparam a mesma 

concentração de sacarose em diferentes tipos de meio. Médias seguidas por letras diferentes 

indicam diferenças estatisticamente significativas segundo o teste Tukey (p < 0,05) (n=06). 

 

4.3. Efeito do meio de cultivo, sacarose e uso de membrana porosa na anatomia foliar de 

Cedrela fissilis em cultivo in vitro 

 

 

Os cortes anatômicos das folhas de plantas de Cedrela fissilis cultivadas em meio 

semissólido exibiram melhor preservação estrutura com tecidos organizados, tanto na nervura 

quanto no limbo foliar. A nervura mostrou parede celular espessa e epiderme bem definida, 
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enquanto o limbo apresentou camadas compactas e células alongadas com organização regular. 

Por outro lado, os cortes anatômicos das folhas de plantas de Cedrela fissilis cultivadas em 

meio líquido revelaram maior desorganização tecidual, evidenciada por aumento de espaços 

intercelulares, colapso de células e redução da espessura do limbo, sobretudo na ausência de 

membrana permeável. A presença de sacarose no meio, especialmente em meios semissólidos, 

promoveu aumento na densidade celular e espessura dos tecidos, o que sugere que maior 

estímulo à diferenciação celular e manutenção da integridade anatômica. No meio líquido, 

mesmo com sacarose, observou-se melhora relativa na manutenção da estrutura em comparação 

à ausência desse carboidrato, embora a desorganização permanecesse evidente, particularmente 

sem membrana (Figura 6). 

A utilização de membranas permeáveis demonstrou efeito protetor sobre a estrutura 

anatômica das folhas de Cedrela fissilis, com baixos níveis de danos provocados pelo meio 

líquido. Com o uso de membrana porosa, os tecidos da nervura e do limbo apresentaram 

organização mais preservada, com menor ocorrência de células colapsadas e espaçamento 

intercelular aumentado, enquanto, na ausência da membrana, a desestruturação foi mais 

acentuada (Figura 6). 
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Figura 6. Cortes anatômicos transversais de folhas de Cedrela fissilis cultivadas in vitro sob 

diferentes condições de meio de cultivo e presença de membranas permeáveis a gases. Folhas 

cultivadas em meio semissólido e líquido, suplementados com 0 ou 20 g L⁻¹ de sacarose, na 

ausência (A–H) e presença (I–P) de uma membrana permeável à troca gasosa. Nervura central 

(A–D, I–L) e limbo foliar (E–H, M–P). Observa-se a organização dos tecidos epidérmicos (Ead, 

epiderme adaxial; Eab, epiderme abaxial; Et, epiderme total), cutícula (Ct), parênquima 

paliçádico (Pd), mesofilo lacunoso (Ml), espaços intercelulares (Ei), tricomas tectores (Tt), 

tricomas (Tr) e tecidos vasculares (Ft, floema). Barra de escala = 100 µm 

 

A micromorfometria foliar de Cedrela fissilis foi significativamente influenciada 

concentrações sacarose, tipo de meio de cultivo e presença de membrana. Evidenciou-se maior 

deposição de epiderme abaxial sob condições de maior disponibilidade hídrica, uma vez que a 

epiderme adaxial apresentou maior espessura em meio líquido sem adição de sacarose e 

membrana (Figura 7 A-B). Em contraste, em meio semissólido, a presença de sacarose como 

fonte de carbono foi importante para o desenvolvimento estrutural foliar, já que a ausência de 

sacarose reduziu significativamente a espessura da epiderme adaxial e abaxial (Figura 7 A-B). 

A espessura do parênquima paliçádico foi reduzida pela presença de sacarose (Figura 7 

C), o que indica que as concentrações elevadas podem comprometer a expansão celular do 

tecido assimilador. Por outro lado, a espessura do mesófilo apresentou maior estabilidade frente 
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às condições de cultivo ao não exibir variações significativas entre os tratamentos, o que (Figura 

7 D). Por outro lado, os espaços intercelulares foram ampliados pela adição de 20 g L-1 de 

sacarose (Figura 7 E). 

 

 
Figura 7. Micromorfometria foliar de Cedrela fissilis cultivada in vitro em diferentes tipos de 

meio (líquido e semissólido), com ou sem uso de membrana e sob duas concentrações de 

sacarose (0 e 20 g L-1). (A) espessura da epiderme adaxial; (B) espessura da epiderme abaxial; 

(C) espessura do parênquima paliçádico; (D) espessura do mesófilo; (E) espaços intercelulares. 

Letras maiúsculas comparam tipos de meio dentro de cada tratamento e letras minúsculas 

comparam os tratamentos dentro de cada meio, pelo teste de Tukey (p < 0,05). Barras 

representam média ± erro padrão. 

 

 

5. DISCUSSÃO   

A germinação e formação de plântulas de C. fissilis in vitro foram otimizadas pela 

presença de sacarose e membrana, que também proporcionou menor tempo para o 

estabelecimento das plântulas. Esses dados evidenciam a importância do ajuste das condições 

físico-químicas e das trocas gasosas para o sucesso da propagação in vitro da espécie. A 

presença de membrana não influenciou na velocidade de germinação, o que sugere que a 

difusão de gases promovida pela membrana não impactou de forma expressiva o tempo 

necessário para germinação. 

A presença de membranas no sistema de vedação foi o fator que mais influenciou no 

desenvolvimento das plantas germinadas in vitro de C. fissilis, o que favoreceu o crescimento 

evidenciado em termos de comprimento da parte aérea e radicular, número de nós e raízes, área 

foliar e biomassa fresca e seca. Esses resultados indicam que a membrana proporciona um 
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ambiente favorável para o desenvolvimento das plântulas, o que influenciou a absorção de 

nutrientes e o incremento das trocas gasosas dentro do recipiente. Resultados semelhantes 

foram observados em cultivares de oliveira (Olea europaea L.), em que o uso de membranas 

porosas favoreceu o desenvolvimento das gemas e a formação posterior de plantas, devido à 

melhora nas trocas gasosas que mantêm níveis adequados de CO2 e reduzem o acúmulo de 

etileno, e aumentam a eficiência da fotossíntese e o crescimento das plantas in vitro (Pinheiro 

et al. 2013).  Na micropropagação de Psidium spp., também têm sido reportado melhor 

desempenho morfofisiológico e anatômico das plantas cultivadas com tampas com membranas 

permeáveis a gases, associadas a diferentes meios de cultura (JADS, MS, WPM), o incremento 

da taxa de CO2 proporcionado pelas membranas favoreceram a biossíntese de compostos de 

reserva e o desenvolvimento radicular, com alta sobrevivência durante a aclimatação (Santos 

2015). 

A adição de sacarose também favoreceu o desenvolvimento de alguns órgãos das plantas 

de C. fissilis neste trabalho, especialmente do hipocótilo e da raiz primária. A suplementação 

com sacarose pode compensar a redução de compostos nitrogenados, o que favorece o 

alongamento celular no hipocótilo e raízes (Silva et al., 2020). 

A combinação entre o uso de membrana porosa e sacarose (20 g L-1) mostrou-se 

promissora para otimizar alongamento radicular e induzir o acúmulo de biomassa, parâmetros 

essenciais para aclimatização de plantas arbóreas como C. fissilis. Resultados similares foram 

alcançados em C. fissilis com uso de GA3, que induziu alongamento de brotações e 

enraizamento em médios WPM (Silva et al., 2020). A ausência de diferenças no número de 

folhas entre tratamentos sugere que fatores adicionais podem ser necessários para modular a 

organogênese foliar, como proposto em protocolos com BAP (5 μM) (Silva et al., 2020). Os 

fatores avaliados influenciam predominantemente parâmetros relacionados ao crescimento e à 

qualidade fisiológica das plântulas, sem afetar a produção foliar quantitativa.  

O maior conteúdo de clorofila a e clorofila total nas plantas cultivadas em meio 

semissólido, independente da concentração de sacarose, indicou que este meio favoreceu a 

síntese de pigmentos fotossintéticos. Além disso, a presença da membrana promoveu aumento 

significativo nas concentrações de clorofila b e carotenoides, o que sugere que ela pode 

contribuir para melhores condições fisiológicas nas plântulas de C. fissilis. A superioridade do 

meio semissólido na biossíntese de clorofila a e acúmulo de clorofila total reflete a influência 

da aerobiose na atividade fotossintética. Em condições naturais, sementes de C. fissilis mantidas 

em substratos bem drenados apresentam maior vigor germinativo (Amaral, 2006), o que sugere 

que a oxigenação otimizada em meios semissólidos in vitro replica esse benefício.  
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A presença de sacarose no meio líquido durante a germinação de C. fissilis atenuou o 

déficit de clorofila, possivelmente por fornecer substratos para a biossíntese de pigmentos 

independentemente da autotrofia, mecanismo também descrito em culturas de Eucalyptus spp. 

(Silva et al., 2020). Aragão (2013) estudou alterações bioquímicas durante a germinação e o 

desenvolvimento de brotações in vitro em C. fissilis e destacou a importância da mobilização 

de carboidratos durante o desenvolvimento, o que está relacionado à disponibilidade de 

sacarose no meio para a biossíntese de compostos essenciais, e incluiu pigmentos 

fotossintéticos. A concentração de sacarose influenciou também o crescimento e 

desenvolvimento in vitro de explantes de marmeleiro (Cydonia oblonga) em meio MS e WPM 

semissólido, que corrobora a ideia de que a sacarose é fundamental para a biossíntese de 

pigmentos e vigor das plantas in vitro, especialmente em meio semissólido (Grimaldi et al. 

2016). 

O aumento de carotenoides em C. fissilis na presença da membrana indica maior 

proteção fotooxidativa, fator crítico em sistemas in vitro expostos a estresses luminosos. A 

estabilidade da razão clorofila a/b entre os tratamentos indica manutenção da integridade 

funcional do aparato fotossintético sob as diferentes condições experimentais. Esses dados 

corroboram com estudos que associam a integridade da membrana à estabilidade de 

cloroplastos em plântulas de espécies florestais (Silva et al., 2021).  

Hoshino et al. (2019) observaram que em cultura de tecidos vegetais em concentrações 

mais altas de sacarose podem afetar a expansão celular e o desenvolvimento do espaço 

intercelular, com níveis mais altos de sacarose possivelmente reduziu a espessura do 

parênquima paliçádico ou impactou o tamanho da célula, em paralelo aos resultados de 

anatomia foliar de C. fissilis. 

Um estudo sobre Castanea sativa x (híbrido de castanha) comparou os efeitos de 

diferentes concentrações de sacarose em sistemas de cultura líquida, e observou mudanças 

significativas nos parâmetros de tamanho dos brotos e folhas que dependeram dos níveis de 

sacarose, embora isso se concentre mais nas métricas de proliferação do que na anatomia 

detalhada das folhas (Gago et al., 2022). Ayub et al. (2019) apontam a sacarose como fator 

limitante das estruturas anatômicas foliares de Rubus spp cv. Tupy (amora-preta) em sistema 

de cultivo de biorreator de imersão temporária (meio líquido), uma vez que a sacarose associada 

a outros fatores favorece o processo de hiperidricidade (Polivanova; Bedarev, 2022).  

A maior área dos espaços intercelulares obtidos com a adição de 20 g L-1 de sacarose 

pode estar associada ao aumento da turgescência celular e expansão do parênquima lacunoso, 

Mohamed e Alsadon (2010) associaram o aumento do parênquima lacunoso em relação a 
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aumento de sacarose e maior nível de ventilação em folhas de batatas micropropagadas, e 

descreveram com camadas bem-organizadas com espaços intercelulares. Esses resultados 

reforçam a interação entre disponibilidade de carboidratos exógenos e estrutura foliar, e que a 

adição de sacarose, embora favoreça a formação de espaços intercelulares, pode comprometer 

a espessura do parênquima paliçádico, que impacta potencialmente a eficiência fotossintética, 

em estudos com Physalis angulata. Santos et al. (2020) observaram que sem sacarose ou em 

concentrações baixas, o parênquima paliçádico é mais espesso, e em concentrações elevadas de 

sacarose, esse tecido apresenta redução. 

A combinação adequada de sacarose, tipo de meio e controle da troca gasosa via 

membrana foi fundamental para otimizar o crescimento e a qualidade das plântulas de C. fissilis 

em cultivo in vitro, o que pode proporcionar maior vigor e potencial de sobrevivência durante 

a aclimatação ex vitro.  

Apesar dos avanços obtidos com o uso combinado de membranas porosas e sacarose no 

cultivo in vitro de C. fissilis, persistem gargalos que devem ser abordados em trabalhos futuros. 

A ausência de resposta significativa na produção no número de folhas e melhoria na biomassa 

foliar sugere a necessidade de investigar outros reguladores de crescimento, como citocininas, 

para induzir a organogênese foliar de forma mais eficaz. Outro ponto crítico é a padronização 

da concentração ideal de sacarose em diferentes fases de desenvolvimento, bem como sua 

interação com formas alternativas de fornecimento energético, como fontes de carbono 

orgânico ou fotossíntese assistida. A integração desses fatores em protocolos otimizados pode 

ampliar a eficiência da micropropagação e a taxa de sobrevivência na aclimatização, 

especialmente para espécies florestais com potencial econômico e ecológico, como C. fissilis. 

 

6. CONCLUSÃO  

 

A utilização de membranas porosas no cultivo in vitro de Cedrela fissilis melhorou o 

desenvolvimento morfofisiológico das plantas, independentemente da consistência do meio 

(líquido ou semissólido). O meio semissólido, em especial combinado com a presença da 

membrana e a adição de sacarose (20 g L-1), apresentou desempenho superior, evidenciado por 

incrementos significativos na biomassa fresca e seca, comprimento do hipocótilo e parte aérea, 

número de nós e raízes, além de maior área foliar e coloração foliar mais intensa. 

A suplementação com sacarose demonstrou efeito positivo na mitigação dos déficits de 

crescimento observados em meios líquidos, que promove aumento dos teores de clorofila a e 

total, com valores próximos dos obtidos em meio semissólido. Adicionalmente, a presença da 
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membrana contribuiu para a elevação significativa dos teores de clorofila b e carotenoides, o 

que sugere um microambiente otimizado, devido à melhora na disponibilidade de nutrientes, 

retenção hídrica e trocas gasosas. 

A combinação adequada de sacarose, consistência do meio e controle da troca gasosa 

via membranas porosas é fundamental para otimizar o crescimento e a qualidade das plântulas 

de C. fissilis em cultivo in vitro. A associação do meio semissólido com membranas permeáveis 

a gases e a adição de sacarose promoveu o desenvolvimento radicular e aéreo, bem como a 

síntese de pigmentos fotossintéticos nas plantas germinadas in vitro de Cedrela fissilis, o que 

pode favorecer a micropropagação e a posterior aclimatação da espécie. 
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Capítulo II  

________________________________________________________________ 

Aspectos fisiológicos de Cedrela fissilis Vellozo germinada in vitro sob condições de 

ventilação forçada e elevado CO2 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A propagação in vitro de espécies arbóreas nativas como a Cedrela fissilis Vell., tem se 

consolidado como uma ferramenta estratégica para conservação e restauração ambiental, 

sobretudo, diante das ameaças impostas pela exploração madeireira e degradação de habitats 

naturais (Paredes-Villanueva et al., 2016; Otalakoski et al., 2021). O cultivo in vitro permite 

controlar variáveis ambientais críticas ao desenvolvimento vegetal, tais como luminosidade, 

temperatura, umidade e trocas gasosas, o que favorece a multiplicação de plantas com maior 

eficiência e qualidade genética (Trazzi et al., 2019). 

Para otimizar o microambiente dos recipientes no cultivo in vitro, tecnologias 

alternativas têm sido propostas para promover a melhor ventilação e enriquecimento com CO2, 

como o uso de membranas microporosas, que favorecem a troca de gases com o meio externo, 

elevam a disponibilidade de CO2 e reduzem a umidade relativa, e assim contribuem para o 

fortalecimento das estruturas vegetais e o aumento da eficiência fotossintética (Saldanha et al., 

2012; Barbosa et al., 2021). Além do uso de membranas, em condições de cultivo in vitro 

também podem ser utilizadas câmaras de crescimento climatizadas com controle automatizado 

de luz, temperatura e ventilação para maximizar o desempenho das culturas, e promover 

condições próximas aos naturais e que facilita a transição para o ambiente ex vitro (Kozai, 2010; 

Xiao et al., 2011). 

Em adição ao uso de membranas porosas e câmaras de crescimento, o uso de ventilação 

forçada, tampas com filtros permeáveis a gases e a suplementação de CO2 têm sido 

implementadas com sucesso no cultivo in vitro de diversas espécies, que promove o aumento 

da biomassa, folhas e raízes mais robustas, e maior taxa de sobrevivência durante a 

aclimatização (Ríos-Ríos et al., 2019; Ahmed et al., 2022; Silva et al., 2023). O aprimoramento 

do controle do fluxo de ar e da composição da atmosfera dentro dos frascos in vitro é, portanto, 

um dos fatores determinantes para a obtenção de plantas vigorosas e aptas à adaptação em 

condições naturais. 

Outro gargalo técnico do cultivo in vitro de plantas, especialmente em arbóreas, e uma 

das etapas fundamentais do processo é a aclimatização, pois é uma etapa que demanda uma 

readaptação fisiológica e morfológica das plantas às condições ambientais externas. A 

eficiência dessa etapa está diretamente relacionada à qualidade das plantas produzidas in vitro, 

a qual pode ser incrementada pela adoção de sistemas que favoreçam a fotossíntese e a formação 

de estruturas funcionais (Alves et al., 2021; Chandra et al., 2010). Dessa forma, investir em 

sistemas de vedação alternativos e no enriquecimento com CO2 durante o cultivo representa 
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uma estratégia promissora para garantir a eficácia do processo de propagação de Cedrela 

fissilis, e contribui para a conservação e uso sustentável dessa importante espécie florestal.  

Diante dos resultados observados, a combinação do uso de membranas microporosas 

com o enriquecimento de CO2 no interior dos recipientes de cultivo surge como um gargalo 

técnico ainda pouco explorado para C. fissilis, especialmente exigências fisiológicas da espécie 

durante a fase de transição para o ambiente ex vitro. Embora as membranas porosas tenham 

demonstrado potencial para melhorar as trocas gasosas e favorecer o desenvolvimento in vitro, 

a ausência de controle preciso sobre a composição atmosférica interna, particularmente em 

relação aos níveis de CO2, pode limitar o desempenho fotossintético e o acúmulo de biomassa 

em fases críticas do cultivo. Assim, propõe-se como hipótese que o aumento da porosidade das 

membranas, aliado ao enriquecimento controlado de CO2, resultará em plântulas mais 

vigorosas, com maior eficiência fotossintética e maior taxa de sobrevivência durante a 

aclimatização, etapa-chave para o sucesso da micropropagação de espécies arbóreas nativas e 

ameaçadas como o cedro-rosa. 

 

2. OBJETIVOS 

2.2 Geral 

 

Avaliar o efeito do enriquecimento de CO2 e da permeabilidade das membranas gasosas no 

crescimento, nos aspectos anatômicos e na atividade fotossintética de Cedrela fissilis, a fim de 

compreender como essas condições influenciam seu desempenho e aclimatação. 

 

2.3 Específicos  

 

• Quantificar o crescimento da parte aérea, biomassa e área foliar de Cedrela fissilis sob 

diferentes concentrações de CO2 e níveis de permeabilidade gasosa (número de 

membranas); 

• Verificar a integridade do fotossistema II em resposta ao aumento de CO2 e 

permeabilidade; 

• Investigar a relação entre o aumento da concentração de CO2 aliado à maior 

permeabilidade das membranas e o desempenho fisiológico global da espécie, além de 

contribuir para estratégias de manejo e cultivo de Cedrela fissilis em ambientes 

enriquecidos com CO2. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1.  Desinfestação das sementes 

 

A metodologia adotada neste item seguiu o mesmo procedimento metodológico descrito 

no item 4.1 capítulo I.  

 

 3.2. Germinação in vitro de Cedrela fissilis  

 

 Após a desinfestação das sementes de C. fissilis¸ estas foram inoculadas em tubos de 

ensaio (24 x 150 mm) (1 semente por tubo) com 10 mL de meio de cultura semissólido 

Murashige & Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) à metade da concentração de 

macronutrientes e micronutrientes (½ MS), acrescido com mio-inositol (100 mg L-1), vitaminas 

MS e ágar (5,5 g L-1), sem sacarose. O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 ± 0,03 

antes do processo de autoclavagem que ocorreu a 121 ºC durante 15 minutos. Após a inoculação 

das sementes, os tubos foram vedados com tampas de polipropileno, envolvidas com filme PVC 

e mantidas em sala de crescimento de crescimento a 24 ± 2 ºC, fotoperíodo de 16 horas luz e 8 

horas escuro, por um período de 10 dias, sob irradiância de 40 µmol m-2 s-1 fornecida por duas 

lâmpadas LEDs (Diodos Emissores de Luz) de cor branca (Tubular T8 Led, 10w, Brasília, 

Brasil). 

 

3.3. Cultivo de Cedrella fissilis em câmara climática de crescimento de plantas 

 

 Após 10 dias da inoculação in vitro, as sementes livres de contaminação foram 

transferidas para frasco de vidro com capacidade para 350 mL (1 unidade experimental em cada 

frasco), com 50 mL de meio de cultura ½ MS, suplementado com mio-inositol (100 mg L-1), 

vitaminas MS e ágar (5,5 g L-1), sem sacarose. Os frascos foram vedados com tampas de 

polipropileno com dois e quatro orifícios de 10 mm de diâmetro cobertos por membranas 

porosas elaboradas a partir da metodologia descrita por Saldanha et al. (2012).  

 Posteriormente, os frascos de vidro foram transferidos para duas câmaras climáticas, 

Modelo: TE-4002/3 (Tecnal®, Piracicaba – SP, Brasil), com dimensões internas: A: 1500 mm 

x L: 1000 mm x P: 800 mm (Figura 1), localizadas no Laboratório de Ciências Ambientais e 

Biodiversidade (LCAB/UEMA). O ambiente experimental dentro de cada câmera climática foi 

de 25 °C, umidade relativa de 60%, irradiância de 100 µmol m-2 s-1 fornecida por lâmpadas 

LED SG Delta 3 módulos (azul, vermelha e branca); ar forçado com ventilação contínua, 

Vazão: 500m³/ha 0Pa. O ar no interior da câmara foi enriquecido com 420 ± 30 ppm (Câmara 

1) e 800 ± 30 ppm (Câmara 1) de CO2 injetado a partir de cilindro de CO2. O fotoperíodo dentro 
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das câmeras foi de 12 horas luz. As plantas foram mantidas nas condições acima mencionadas, 

por 45 dias.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Experimento de germinação de sementes de Cedrela fissilis conduzido em câmara 

climática (TE-4002/3) com duas concentrações de CO2 (420 e 800 ± 30 ppm) e vedação (2 e 4 

membranas porosas). 

 

 3.4. Análises de crescimento 

 

Após 45 dias de cultivo foram avaliados o comprimento da parte aérea (CPA) e da maior 

da raiz (CMRA), o número de raízes (NR), folhas (NF) e folíolos (NFO), diâmetro do caule 

(DPA) e da raiz (DRA), massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSRA), área foliar (AF) 

e conteúdo relativo de água (CRA). A área foliar foi medida através do software ImageJ 

(National Institute of Health, EUA), através das imagens das folhas.  

 

 3.5. Determinação de pigmentos fotossintéticos 

 

Os pigmentos fotossintéticos foram extraídos com base na metodologia de Santos et al. 

(2008), com algumas modificações, conforme a metodologia descrita no item 3.6. do 

experimento I.  

 

 3.6. Conteúdo relativo de água (%) 
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Para estimar o conteúdo relativo de água das folhas, seguiu-se a metodologia proposta 

por Barr e Weatherley (1962), com algumas modificações. Cinco discos foliares de 3 mm de 

diâmetro foram excisados a partir do terceiro par de folhas, contados a partir do ápice, e 

imediatamente foi determinada a sua massa fresca (MF); em seguida, os discos foliares foram 

submersos em água destilada (copos plásticos de 50 mL) por 24 horas em local com fotoperíodo 

controlado de 16 horas luz e 8 horas escuro. Posteriormente, a água foi descartada com o auxílio 

de uma peneira e o excesso de água na superfície dos discos foliares foi eliminado com papel 

toalha. Após esse procedimento, os discos foram pesados para obtenção da massa túrgida (MT) 

e logo após, foram secas em estufa a 45 ºC por 24 horas. Depois desse processo, os discos 

foliares foram novamente pesados para obtenção da massa seca (MS). O conteúdo relativo foi 

calculado de acordo com a equação 1:  

𝐶𝑅𝐴(%) = [
𝑀𝐹−𝑀𝑆

𝑀𝑇−𝑀𝑆
]x100 

 
Onde, 

CRA= Conteúdo Relativo de Água 

MF = Matéria fresca das folhas   

MT = Matéria túrgida das folhas 

MS = Matéria seca das folhas. 

 

3.7. Anatomia vegetal 

 

A metodologia deste item segue a mesma descrita no capítulo I, especificamente no item 

4.7.1 de forma geral realizada em cinco etapas: (1) coleta de folhas, caules e raízes e fixação 

em FAA50 por 48 horas; (2) Desidratação em série etílica (30 a 100%) e inclusão em historesina; 

(3) cortes (5-7 µm) e coloração com azul de toluidina; (4) Montagem e visualização das 

lâminas; (5) Fotos capturadas em diferentes aumentos (4X e 10X).  

 

3.8. Índice estomático  

A impressão epidérmica foi feita com o quarto par de folhas completamente expandidas, 

contadas a partir do ápice; a parte abaxial da folha inteira, ou segmentos dela, foi pressionada 

sob adesivo instantâneo (SuperBonder®) em lâminas de vidro. As impressões foram 

examinadas em microscópio de luz (modelo B20T; Bioptika, Colombo, PR, Brasil) com o 

sistema U-photo acoplado a uma câmera digital (modelo CMOS-5.0; Bioptika, Colombo, PR, 

Brasil) e um computador com o software capture V2.1. As imagens capturadas foram 

processadas pelo software Image J® e o índice estomático foi calculado conforme Cutter 

(1968): 
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Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝐸𝑠𝑡𝑜𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑜 (%) = 𝐶2∗100/(𝐶1 + 𝐶2) 

Em que: C1 = células epidérmicas e C2 = estômatos 

 

 3.9. Aclimatação de Cedrela fissilis  

  

Após serem retiradas da câmara climática de CO2 as plantas foram transferidas para 

copo de poliestireno com capacidade para 350 mL com substrato Carolina Soil® (Solo 

Carolina®, Santa Cruz do Sul, RS, Brasil), foram mantidas por 18 dias em estufa com irrigação 

realizada 6 vezes por dia (07:00h; 09:00h; 11:00h; 13:00h; 15:00h e 17:00h) por 10 minutos. 

Posteriormente, após o desenvolvimento do sistema radicular, as plantas foram transferidas para 

vasos de 10 litros, preenchidos com substrato Carolina Soil e mantidos em estufa nas mesmas 

condições anteriores.  Após completar 30 dias, as plantas que apresentaram sobrevivência foram 

submetidas a análise de fluorescência da clorofila a e teor de clorofila.  

 

3.10. Análises de Fluorescência da Clorofila a em plantas aclimatadas 

 

As medidas de fluorescência foram avaliadas com um fluorímetro portátil não modulado 

(Pocket-PEA, Reino Unido). Folhas selecionadas do 3º par, totalmente expandidas, foram 

adaptadas no escuro por 30 minutos, com clipes foliares. Com a análise foi determinado: 

rendimento quântico do fotossistema II (Fv/Fm), Energia absorvida por centro de reação ativo 

(RC/ABS), Eficiência de transferência de elétrons no fotossistema II (PSII) (Fv/F0) e o Índice 

de desempenho fotossintético (PI).  

 

 3.11. Teor de clorofila em plantas aclimatadas 

 

Para análise do índice de clorofila, foi utilizado o medidor portátil SPAD (Konica 

Minolta). As medições foram realizadas com as folhas expandidas e saudáveis, realizadas 4 

medições por tratamento, uma vez que o número de plantas sobreviventes limitou a extensão 

da análise. As medições foram realizas no período diurno, entre as 08:00 e 11:00 horas da 

manhã, sob condições climáticas da estufa onde as plantas estavam aclimatadas. 

 

3.12. Análises estatísticas 

 

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados em arranjo 

fatorial 2x2, onde os fatores foram: número de membranas (duas e quatro membranas), 

concentração de CO2 (420 e 800 ± 30 µL L-1), cada tratamento teve 6 repetições, cada uma 
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constituída por um frasco com uma semente como unidade experimental. Os dados foram 

analisados por meio de análise de variância bidirecional (ANOVA), com as médias comparadas 

pelo teste de Tukey a 5% de significância. Todas as análises estatísticas foram realizadas através 

do programa Genes, versão 1990.2018.39 (Cruz, 2016). 

 

4 RESULTADOS  

 

4.1. Efeito do número de membranas e da concentração de CO2 no crescimento  

 

A quantidade de membranas usadas no sistema de vedação (2 e 4) em conjunto com 

diferentes concentrações de CO2 (420 e 800 ± 30 ppm) exerceu influência significativa no 

crescimento e desenvolvimento de C. fissilis (Figura 3). As plantas cultivadas com duas 

membranas apresentaram maior desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular, 

caraterizado pela formação de um número superior de raízes laterais, submetidas à maior 

concentração de CO2. O uso de 800 ppm de CO2 em combinação com quatro membranas 

demonstrou influência positiva na produção de biomassa, em comparação com 420 ppm. As 

plantas submetidas a 420 ppm de CO2 exibiram caules mais finos (Figura 3).   
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Figura 3. Plantas de Cedrela fissilis germinadas in vitro e mantidas em câmara climática de 

CO2 sob diferentes níveis de trocas gasosas (2 ou 4 membranas) e concentrações de CO2 (420 

ou 800 ± 30 ppm) por 45 dias. Barras = 2 cm.  

 

Em relação a parte aérea o tratamento no qual utilizou-se duas membranas na 

concentração de 420 ppm foi o único que apresentou diferença significativa dos demais com os 

menores valores (Figura 4A). O número de membranas usadas no sistema de vedação 

influenciou no diâmetro da raiz, no qual duas membranas na concentração de 420 ppm 

apresentou maiores resultados e na concentração de 800ppm frascos com quatro membranas 

obtiveram os maiores diâmetros (Figura 4D). Quanto ao número de raízes laterais observou-se 

o mesmo comportamento em relação a parte aérea, no tratamento em que o uso das membranas 
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associados a condição de duas membranas em 420 ppm obteve os menores resultados (Figura 

4G).  

As plantas não apresentaram diferenças significativas nas variáveis massa seca da parte 

aérea, massa seca das raízes e área foliar quanto as membranas testadas, porém, em relação ao 

CO2, houve diferença no efeito das concentrações, onde as plantas na concentração de 800 ppm 

proporcionou os maiores valores para as variáveis (Figura I-K).   

Não houve diferença significativa no efeito das membranas e no efeito das 

concentrações nas variáveis comprimento da maior raiz (Figura 4B), diâmetro do caule (Figura 

4C), número de folhas (Figura 4E), número de folíolos (Figura 4F), e conteúdo relativo de água 

(Figura 4H). 
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Figura 4. Efeito da concentração de CO₂ (420 e 800 ± 30 ppm) e do número de membranas 

permeáveis a gases (duas e quatro) sobre características morfológicas e fisiológicas de plantas 

de Cedrela fissilis cultivadas in vitro. (A) crescimento da parte aérea, (B) comprimento da maior 

raiz, (C) diâmetro do caule, (D) diâmetro da raiz, (E) número de folhas, (F) número de folíolos, 

(G) número de raízes laterais, (H) conteúdo relativo de água, (I) massa seca da parte aérea, (J) 

massa seca da raiz e (K) área foliar. Letras maiúsculas comparam o número de membranas para 

a mesma concentração de CO2; enquanto letras minúsculas comparam as concentrações de CO2 
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para um mesmo número de membranas. Letras distintas indicam diferença estatística 

significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Barras de erro: erro padrão para n = 6. 

 

4.2. Produção de pimentos fotossintéticos sob diferentes sistemas de vedação associados 

à concentração de CO2  

 

O teor de clorofila a (Figura 5A), carotenoides (Figura 5C) e clorofila total (Figura 5D) 

das plantas de C. fissilis foi influenciado pelo sistema de vedação a penas associadas à 420 ppm 

de CO2, no qual as plantas cultivadas com quatro membranas obtiveram valores superiores. Ao 

comparar o efeito da concentração de CO2 sob as plantas em 420 ppm com duas membranas, 

evidenciou-se menor conteúdo de clorofila a (Figura 5A), carotenoides (Figura 5C) e clorofila 

total (Figura 5D); enquanto para plantas cultivadas com quatro membranas alterou apenas a 

produção de carotenoides, o que aumentou a produção do pigmento em 420 ppm de CO2 (Figura 

5C).  

Para a clorofila b (Figura 5B) e a razão clorofila a/clorofila b (Figura 5E) não foram 

observadas diferenças significativas entre os tratamentos.  

 

 

Figura 5. Teores de pigmentos fotossintéticos em plantas de Cedrela fissilis cultivadas in vitro 

submetidas a diferentes concentrações de CO2 (420 e 800 ± 30 ppm) e número de membranas 

permeáveis a gases (duas e quatro). (A) Clorofila a, (B) Clorofila b, (C) Carotenoides, (D) 

Clorofila total e (E) Razão clorofila a/clorofila b. Médias seguidas por letras diferentes 

(maiúsculas para comparação entre o número de membranas e minúsculas para comparação de 
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concentrações de CO2) diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Barras de erro: erro 

padrão para n = 6. 

 

4.3 O nível de CO2 fornecido e o sistema de vedação alteraram a densidade estomática 

nas plantas in vitro  

 

 Em 420 ppm de CO2, não houve diferença estatística entre plantas cultivadas com duas 

ou quatro membranas, que apresentaram valores médios semelhantes de densidade estomática 

(DE) (~60 estômatos mm-2). Já em 800 ppm de CO2, observou-se aumento expressivo da DE 

em plantas cultivadas com quatro membranas, atingiram os maiores valores (~120 estômatos 

mm-2), em comparação com as com duas membranas (~95 estômatos mm-2). Ao comparar os 

resultados obtidos entre as duas concentrações de CO2 testadas, com um mesmo sistema de 

vedação, constatou-se que níveis superiores de CO2, independentemente do número de 

membranas, estimularam maior densidade estomática (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Densidade estomática em folhas de Cedrela fissilis cultivadas in vitro sob diferentes 

concentrações de CO2 (420 e 800 ± 30 ppm) e número de membranas permeáveis à troca gasosa 

(duas ou quatro). Médias seguidas por letras distintas (maiúsculas para comparação entre o 

número de membranas e minúsculas para comparação de concentrações de CO2) diferem entre 

si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras de erro: erro padrão para n = 6.  

 

4.4. Efeito do número de membranas e da concentração de CO2 na fisiologia de plantas 

aclimatadas 

 

Os valores de eficiência quântica máxima do fotossistema II (Fv/Fm) (Figura 7A), a 

razão entre centros de reação ativos e absorção de energia (RC/ABS) (Figura 7B), o índice de 
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vitalidade do fotossistema II (Fv/Fo) (Figura 7C) e o índice de desempenho fotossintético 

(Figura 7D) não apresentaram diferença significativa nas plantas de todos os tratamentos. 

Por outro lado, o teor relativo de clorofila, avaliado pelo índice SPAD (Figura 7E), foi 

a única variável que apresentou diferença significativa, em que as plantas mantidas nos 

tratamentos com duas membranas a 420 ppm apresentaram valores de SPAD superiores em 

relação àquelas mantidas em condições com quatro membranas na mesma concentração. Nos 

demais tratamentos, os valores de SPAD foram semelhantes. 

 

Figura 7. Parâmetros fotossintéticos de plantas de Cedrela fissilis cultivadas in vitro sob 

diferentes concentrações de CO₂ (420 e 800 ± 30 ppm) e número de membranas permeáveis a 

gases (duas e quatro membranas), após a aclimatação. (A) Eficiência quântica máxima do 

fotossistema II (Fv/Fm), (B) razão entre centros de reação ativos e absorção de energia 

(RC/ABS), (C) índice de vitalidade do fotossistema II (Fv/Fo), (D) índice de desempenho 

fotossintético e (E) teor relativo de clorofila (SPAD). Letras maiúsculas comparam o número 

de membranas para a mesma concentração de CO2; enquanto letras minúsculas comparam as 

concentrações de CO2 para um mesmo número de membranas. Letras iguais indicam ausência 

de diferença estatística significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05). Barras 

de erro: erro padrão para n = 4. 

 

 

5 DISCUSSÃO  

A concentração de CO2 fornecida nas câmaras de crescimento, em comparação com o 

sistema de vedação, foi a condição de cultivo que mais influenciou no crescimento e 

desenvolvimento das plantas in vitro de C. fissilis. No entanto, para alguns parâmetros 
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avaliados, houve interação entre as duas variáveis testadas, no qual a combinação de 420 ppm 

de CO2 e duas membranas limitou o crescimento da parte aérea e a formação de raízes laterais 

e, a interação do CO2 com quatro membranas diminuiu a área foliar das plantas. A baixa 

concentração de CO2 no sistema de cultivo associado com o número inferior de membranas 

porosas diminui a taxa de troca de CO2 entre o ambiente interno e externo do recipiente de 

cultivo, o que limitou a disponibilidade de carbono para as plantas e, portanto, reduziu o seu 

crescimento, em estudos realizados por  Banerjee et al. (2019) foi demonstrado que a 

disponibilidade de CO2 para as plantas de Arabidopsis thaliana foi determinado pelo tipo de 

vedação, os autores afirmaram que as membranas porosas aumentaram essa disponibilidade, ou 

seja podemos sugerir que o uso de membranas nos frascos otimizou a utilização de CO2 pelas 

plantas de C. fissilis.   

O maior número de raízes laterais obtidas sob 800 ppm de CO2 combinadas com o uso 

duas membranas, corrobora com resultados obtidos em outros trabalhos que demonstram que o 

enriquecimento de CO2 pode promover o crescimento radicular lateral, e melhora a absorção 

de nutrientes e a estabilidade da planta (Li et al., 2022). A expansão significativa da área foliar 

sob 800 ppm de CO2 e maior permeabilidade das membranas observada nas plantas de C. fissilis 

corrobora com outros estudos que demonstraram que o enriquecimento de CO2 pode 

incrementar a área foliar em diversas espécies, o que promove maior captação de luz e eficiência 

fotossintética (Li et al., 2024). Por exemplo, em pepino (Cucumis sativus), a exposição a 800 ± 

50 ppm de CO2 incrementou em 19,32% a área foliar após 35 dias, com células do mesófilo 

mais organizadas e volumosas, o que indica maior eficiência fotossintética (Li et al., 2024; 

Villagran et al., 2025). Portanto, o aumento da área foliar pode resultar em maior biomassa da 

parte aérea como observado em nosso estudo. 

A produção de biomassa nas plantas in vitro de C. fissilis, tanto da parte aérea como 

radicular foi alterada pela concentração de CO2, foi superior nas plantas cultivadas em 

condições de 800 ppm de CO2. Em sistemas de cultivo fotoautotróficos o aumento da 

disponibilidade de CO2 é chave para estimular o acúmulo de biomassa das plantas in vitro 

(Arigita et al., 2010; Tomimatsu; Tang 2016). Por exemplo, em seagrass (Thalassia 

hemprichii), o enriquecimento de CO2 estimulou o aumento da biomassa, como resultado do 

crescimento foliar acelerado e da maior eficiência fotossintética (Jiang et al., 2010). Em alface, 

o aumento do CO2 para 800 ± 30 ppm também incrementou a biomassa (Holley et al., 2022).  

O diâmetro da raiz variou o aumento diante da concentração de CO2 e do número de 

membranas porosas, no qual em 420 foi superior nas plantas cultivadas com duas membranas 

e sob 800 ppm foi maior nas plantas cultivadas com quatro membranas, o que indica que a 
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elevação do CO2 pode neutralizar o efeito da permeabilidade das membranas sobre essa 

característica. Estudos indicam que o enriquecimento de CO2 pode modular a expressão de 

aquaporinas, proteínas de membrana que facilitam o transporte de CO2 e água, o que influencia 

a morfologia radicular (Li et al., 2020; Ermakova et al., 2021). 

A ausência de diferenças significativas no comprimento da maior raiz e no diâmetro do 

caule em nosso estudo é consistente com pesquisas já realizadas em pepino, onde o 

enriquecimento de CO2 não afetou significativamente essas variáveis sob estresse hídrico, mas 

melhorou a condutividade hidráulica e a biomassa radicular (Li et al., 2020). A estabilidade no 

número de folhas e folíolos das plantas de C. fissilis entre os tratamentos testados também foi 

observada em estudos com ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata), onde o enriquecimento de 

CO2 não alterou significativamente esses parâmetros, mas aumentou o conteúdo relativo de 

água nas folhas, o que indicou estabilidade fisiológica (Saldanha et al., 2013). De fato, o 

aumento no conteúdo relativo de água sob enriquecimento de CO2 pode estar associado à 

redução na densidade e condutância estomática, o que reduz a transpiração e aumenta a 

eficiência do uso da água (Teng et al., 2006). Contudo, neste estudo, plantas de C. fissilis 

cultivadas com diferentes concentrações de CO2 e número de membranas porosas não 

evidenciaram diferenças para este parâmetro.   

O teor de clorofila a foi menor em plantas de C. fissilis cultivadas com duas membranas 

sob 420 ppm de CO2, enquanto o aumento para quatro membranas ou a elevação do CO2 

resultou em valores mais elevados, o que sugere que tanto o enriquecimento de CO2, quanto o 

aumento da permeabilidade ao gás, favorecem o acúmulo de clorofila a. Em plantas de videiras, 

o enriquecimento de CO2 promoveu o acúmulo de clorofila, uma vez que concentrações de CO2 

de 700 ± 30 ppm e 850 ± 30 ppm aumentaram os teores de clorofila a e b em comparação a 500 

± 30 ppm (Zhou et al. 2024). 

A ausência de diferenças significativas nos teores de clorofila b entre os tratamentos 

testados neste estudo para a germinação de C. fissilis indica uma menor sensibilidade desse 

pigmento às variações de CO2 e permeabilidade de membranas. Estudos de Zhang et al. (2012) 

em Impatiens hawkeri os autores demonstraram que, embora o CO2 elevado tenha aumentado 

a taxa fotossintética, houve uma redução significativa nos teores de clorofila a, enquanto a 

clorofila b apresentou uma redução menos evidente. A variação na produção de clorofila a e b, 

com relação à taxa de troca gasosas dentro dos recipientes depende da espécie vegetal. No 

presente estudo a razão clorofila a/b das plantas de C. fissilis não diferiu entre as condições de 

vedação e CO2 usados, enquanto em Pinus densiflora expostos a longo prazo a CO2 elevado 
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mostraram alterações na razão clorofila a/b, o que indicou possíveis adaptações no aparato 

fotossintético (Kim et al., 2022).  

 A obtenção de menores teores de carotenoides em plantas de C. fissilis cultivadas com 

duas membranas e 420 ppm de CO2, com aumento significativo ao elevar para quatro 

membranas ou aumentar o CO2, indica que o enriquecimento de CO2 pode influenciar a 

concentração de carotenoides (Loladze et al. 2019). Contudo, em 800 ppm com quatro 

membranas, houve uma redução significativa no teor de carotenoides, o que sugere que o 

excesso de permeabilidade em alta concentração de CO₂ pode limitar o acúmulo desse 

pigmento, Segundo Song et al. (2021) o efeito do enriquecimento de CO2 no conteúdo de 

carotenoides das plantas varia de acordo com a espécie. Namraj et al. (2018) observaram que o 

acúmulo de carotenoides é influenciado pela idade das folhas, em estudo com Arabidopsis em 

ambiente enriquecido com CO2 (800ppm) notaram que o maior acúmulo de carotenoides 

acontece nas folhas mais novas comparado ao acúmulo nas folhas mais velhas. 

O número de membranas porosas alterou a densidade estomática (DE) das folhas de 

plantas de C. fissilis cultivadas sob 800 ppm de CO2, foi superior nas plantas dos tratamentos 

com quatro membranas, já ao comparar o nível de CO2 dentro das câmaras climáticas, esse 

parâmetro foi reduzido com 420 ppm de CO2. Esses resultados demonstram que concentrações 

elevadas de CO2, associadas ao maior número de membranas, potencializam a formação 

estomática em C. fissilis cultivada in vitro. Geralmente, a densidade estomática diminui em 

altas concentrações de CO2, mas há casos de aumento dependendo de fatores genéticos e 

ambientais, ligando expressão gênica, metabolismo das células-guarda e vias de sinalização no 

controle estomático, ou seja, não existe um efeito linear simples quanto a esse fator (Santrucek 

et al., 2014; Engineer et al., 2016; Xu et al. 2016).  Portanto, o comportamento observado no 

presente estudo para densidade estomática está relacionado às características individuais da C. 

fissilis. Resultados semelhantes foram encontrados em acessos de diferentes linhagens de trigo, 

onde os materiais genéticos não considerados “elites” apresentaram aumento de em ambientes 

com maior concentração de CO2, e o contrário para linhagens elites (Wall et al. 2023). Ademais, 

também tem sido reportada maior DE em plantas de milho cultivadas em ambiente enriquecido 

com 700 ± 30 ppm de CO2 (Khan et al. 2024) e em 800 ± 30 ppm de CO2 sob estresse hídrico 

(Wel et al. 2022). 

A manutenção dos valores de Fv/Fm em torno de 0,74 a 0,77 indica que o fotossistema 

II (PSII) permaneceu funcionalmente íntegro nas plantas aclimatadas de C. fissilis germinadas 

sob as diferentes condições avaliadas, o que indica que tanto o aumento da concentração de 

CO₂ quanto a variação no número de membranas não afetaram a integridade funcional do 
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fotossistema II. Esse resultado é consistente com estudos de Hao et al. (2013) em Isatis 

indigotica, onde o Fv/Fm também se manteve estável sob enriquecimento de CO2, o que sugeriu 

ausência de fotoinibição do PSII. De fato, valores de Fv/Fm entre 0,75 e 0,85 estão dentro da 

gama que refletem adequada eficiência do PSII (BolhárNordenkampf et al. 1989). A observação 

de valores de SPAD mais elevados em plantas de C. fissilis aclimatadas provenientes do cultivo 

in vitro com duas membranas a 420 ppm de CO2, em comparação com aquelas com quatro 

membranas na mesma concentração, indica uma influência da permeabilidade das membranas 

na retenção de clorofila sob condições de CO2 ambiente. Estudos de Xie et al. (2020) em 

culturas como milho e arroz demonstraram que o enriquecimento de CO2 pode aumentar os 

valores de SPAD, refletiu um maior conteúdo de clorofila. No entanto, Wheeler et al. (2023) 

afirmam que a resposta pode variar entre espécies e cultivares, como observado em variedades 

de hortaliças, onde algumas mostraram aumento nos valores de SPAD com CO2 elevado, 

enquanto outras não apresentaram mudanças significativas. 

A espessura foliar e a distribuição interna dos pigmentos afetam a refletância e a 

transmitância da luz nas bandas sensíveis ao SPAD, interferiu na correspondência entre os 

valores medidos e os teores reais de clorofila (Li et al., 2009). Ainda, a saturação do sensor em 

folhas com alta concentração de clorofila pode reduzir a sensibilidade do SPAD, o que levou a 

desvios na estimativa do conteúdo total (Gitelson et al., 2003). Além disso, fatores como 

iluminação ambiente, variações na estrutura foliar e no conteúdo de nitrogênio podem impactar 

a acurácia das leituras ópticas, mesmo em condições de campo controladas (Wang et al., 2014).  

 

6 CONCLUSÕES 

 

O estudo demonstrou que o crescimento e a fisiologia de Cedrela fissilis são favorecidos 

pela elevação da concentração de CO2 (800 ± 30 ppm) e pelo aumento da permeabilidade ao 

gás (quatro membranas). Observou-se maior desenvolvimento da parte aérea, biomassa seca e 

área foliar nessas condições. Parâmetros fotossintéticos como Fv/Fm, PI, RC/ABS e Fv/Fo 

mantiveram-se estáveis, o que indica a preservação da integridade do fotossistema II. Os teores 

de clorofila a e total aumentaram com o CO2 elevado e maior permeabilidade, enquanto os 

carotenoides apresentaram redução em 800 ± 30 ppm com quatro membranas. O 

enriquecimento de CO2, aliado à melhor difusão gasosa (membranas permeáveis a gases), 

beneficia o desempenho fisiológico e o crescimento de Cedrela fissilis. 
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