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Resumo 
 

O objetivo do presente trabalho foi adaptar procedimentos para o estabelecimento, 

multiplicação, enraizamento e aclimatização da espécie Cupressus lusitanica Mill. 

Assim, testaram-se tempos de desinfeção e meios de cultura para o estabelecimento da 

espécie; avaliou-se a capacidade de multiplicação e alongamento in vitro, recorrendo a 

diferentes concentrações de sacarose e diferentes citocininas, em meio de cultura 

semissólido; testou-se a utilização de biorreatores de imersão temporária; e avaliou-se a 

capacidade rizogénica, tanto in vitro como ex vitro. 

Desta forma, utilizaram-se plantas existentes na coleção do CBPBI. Fez-se o 

estabelecimento de rebentos de C. lusitanica, em que se testaram três tempos diferentes 

de desinfeção (10 min, 15 min e 30 min) e duas concentrações diferentes de hipoclorito 

de sódio (NaClO) (1:3 e 1:4), assim como dois meios de cultura diferentes, MS e DKW. 

A fase de multiplicação contou com dois ensaios diferentes em meio semissólido e um 

ensaio em meio líquido, com biorreatores de imersão temporária. Para o meio de cultura 

semissólido fez-se  um ensaio em que se testaram 3 concentrações de sacarose: 10 g/L, 

20 g/L e 30 g/L; e o outro, em que foram testadas 3 citocininas (2iP, BAP e KIN) com 

concentrações diferentes: 0,5 mg/L, 1 mg/L e 2 mg/L. O ensaio de biorreatores pretendeu 

testar diferentes intervalos de imersão, assim como a duração da imersão. Efetuou-se um 

ensaio de enraizamento in vitro e outro ex vitro. No ensaio in vitro, foram testadas 

diferentes concentrações de AIB: 1 mg/L, 3 mg/L e 5 mg/L; e no ensaio ex vitro, testaram-

se dois substratos diferentes (jiffys e turfa com perlite) e duas condições dos rebentos: 

com agulhas na base e com remoção das agulhas na base. 

Os resultados mostraram que a espécie C. lusitanica apresentou uma taxa de infeção 

de 0%, nos rebentos que estiveram sujeitos a 10 minutos de desinfeção, com a 

concentração de NaClO de 1:3, em meio de cultura DKW. Para o parâmetro do 

comprimento dos rebentos maiores, o melhor resultado apresentou-se nas mesmas 

condições de teste, com o valor médio de 2,5 cm. No entanto, a taxa de multiplicação foi 

mais elevada quando os rebentos estiveram sujeitos a 10 minutos em NaClO, com uma 

concentração de 1:4, em meio MS. Relativamente aos ensaios de multiplicação, verificou-

se que os rebentos que estiveram em meio com 20 g/L de sacarose obtiveram uma taxa 

de multiplicação mais elevada, assim como um maior comprimento. No ensaio de 

concentração de citocininas, os rebentos que estiveram sujeitos a 1 mg/L de 2iP, foram 

os que apresentaram maior taxa de multiplicação e rebentos maiores. O ensaio de 

biorreatores de imersão temporária não obteve resultados fidedignos, devido a falhas 

técnicas no sistema informático de controlo do programa de imersão. Quanto ao ensaio 

de enraizamento in vitro, os resultados não foram considerados favoráveis, uma vez que 

em todas as concentrações a percentagem de enraizamento foi inferior a 10%. O ensaio 

ex vitro teve como melhores resultados os rebentos que estiveram em jiffys, com a 

remoção das agulhas, contando com cerca de 73% de plântulas enraizadas. 

 

Palavras-chave: Biorreatores; Cupressus lusitanica Mill.; Enraizamento; 

Estabelecimento; Multiplicação.  
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Abstract 
 

The aim of the present work was to adapt procedures for the establishment, 

multiplication, rooting and acclimatization of the species Cupressus lusitanica Mill. 

Disinfection times and culture media were tested for the establishment of the species; the 

in vitro multiplication and elongation capacity was evaluated, using different cytokinins 

and different sucrose concentrations, in solid culture medium; the use of temporary 

immersion bioreactors was tested; and, the rhizogenic capacity was evaluated, both in 

vitro and ex vitro. 

Plants from the CBPBI collection were used. The establishment of C. lusitanica 

shoots was carried out, in which three different disinfection times (10, 15 and 30 minutes) 

and two different concentrations of sodium hypochlorite (NaClO) (1:3 and 1:4) were 

tested, as well as two different culture media, MS and DKW. The multiplication phase 

included two different trials in semi-solid medium and one trial in liquid medium, with 

temporary immersion bioreactors. For the semi-solid culture medium there was one trial 

in which three concentrations of sucrose were tested: 10 g/L, 20 g/L and 30 g/L; and the 

other, in which three cytokinins were tested (2iP, BAP and KIN) with different 

concentrations: 0.5 mg/L, 1 mg/L and 2 mg/L. The bioreactor trial aimed to test different 

immersion times, as well as the immersion duration. An in vitro and an ex vitro rooting 

assay were performed. In the in vitro assay, different concentrations of AIB were tested: 

1 mg/L, 3 mg/L and 5 mg/L; and in the ex vitro assay two different substrates (jiffys and 

peat with perlite) and two conditions of the shoots: with needles at the base and with 

removal of the needles at the base. 

The results showed that C. lusitanica showed a 0% infection rate on shoots that were 

subjected to 10 minutes of disinfection, with a NaClO concentration of 1:3, in DKW 

culture medium. For the length parameter of the largest shoots, the best result was found 

under the same test conditions with an average value of 2.5 cm. However, the 

multiplication rate was higher when the shoots were subjected to 10 minutes in NaClO, 

at a concentration of 1:4, in MS medium. Regarding the multiplication assays, the shoots 

that were in medium with 20 g/L of sucrose obtained a higher multiplication rate, as well 

as a greater length. In the cytokinin concentration assay, the shoots that were subjected to 

1 mg/L of 2iP, had the highest multiplication rate and larger shoots. The temporary 

immersion bioreactor assay did not obtain reliable results, due to technical failures in the 

computer control system of the immersion programme. As for the in vitro rooting test, 

the results were not considered favorable, since in all concentrations the rooting 

percentage was less than 10%. The best results in the ex vitro test were the shoots that 

were in jiffys, with the removal of the needles, with about 73% of rooted seedlings. 

 

Keywords: Bioreactors; Cupressus lusitanica Mill.; Establishment; Multiplication; 

Rooting. 
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1. Introdução 

 

A espécie Cupressus lusitanica Mill., vulgarmente conhecido por Cedro-do-Buçaco, 

é uma planta de estrato arbóreo, resinosa, da família Cupressaceae e alóctone, sendo 

originária da América Central. Foi introduzida em Portugal na Época dos 

Descobrimentos, de forma a potencializar a construção e modernização das embarcações 

portuguesas. Para além desse propósito, atualmente é bastante apreciada pelo setor 

industrial mobiliário e para fins ornamentais. Entre os ciprestes, é a espécie que mais se 

encontra em Portugal, distribuída nas zonas centro e norte litoral. Está bem-adaptada ao 

clima mediterrânico e às condições edáficas do país. Existem alguns exemplares dignos 

de nota, devido às suas dimensões e idade, que se podem encontrar na Mata do Buçaco, 

Serra da Lousã e Serra de Moncorvo. 

Segundo a Estratégia Nacional para as Florestas (ENF), há uma necessidade de 

valorizar os recursos naturais, uma vez que se tratam de uma fonte de riqueza. A 

valorização desta espécie passa pela importância dos valores de uso direto (comercial), 

como a madeira, o pastoreio e a caça e, de uso indireto, a proteção dos solos, a proteção 

dos recursos hídricos, o sequestro de carbono, a proteção da paisagem, a biodiversidade 

e a conservação da natureza (Presidência do Conselho de Ministros, 2015). 

Do ponto de vista da informação técnica e científica sobre a espécie, ela é escassa, 

nomeadamente nas áreas da multiplicação e com destaque para a micropropagação, 

havendo poucos trabalhos experimentais registados. No entanto, estes tipos de estudos 

são importantes para potencializar as técnicas de multiplicação, para a instalação de novos 

povoamentos com esta espécie e para assegurar uma gestão florestal sustentável. 

A micropropagação consiste na propagação in vitro de pequenos explantes vegetais. 

Existem três técnicas diferentes de micropropagação: embriogénese somática, 

organogénese e proliferação de meristemas. Esta última é a técnica mais utilizada para a 

obtenção de clones em larga escala. Tem cinco etapas principais: seleção da planta-mãe 

e preparação do material vegetal, estabelecimento dos explantes (in vitro), multiplicação 

dos rebentos (in vitro), enraizamento (in vitro ou ex vitro) e aclimatização (que ocorre ao 

mesmo tempo que o enraizamento, quando este é feito ex vitro). Esta é uma técnica que 

apresenta diversas vantagens, nomeadamente na manutenção da uniformidade genética 

das plantas e, é um método de propagação rápido e independente das condições 

atmosféricas. No entanto, também apresenta desvantagens, sobretudo quando se tenta 

aplicar esta técnica em plantas lenhosas e adultas, apresentando uma taxa de sucesso 

muito reduzida. 

O presente trabalho teve como principais objetivos adaptar procedimentos para o 

estabelecimento, multiplicação, enraizamento e aclimatização da espécie Cupressus 

lusitanica Mill.. Testar tempos de desinfeção e meios de cultura que se adequam melhor 

ao estabelecimento da espécie. Avaliar a capacidade de multiplicação e alongamento in 

vitro, recorrendo a diferentes concentrações de sacarose e a diferentes citocininas, em 

meio de cultura semissólido. Verificar a existência de vantagens/desvantagens na 

utilização de biorreatores para a multiplicação e alongamento dos rebentos. Avaliar a 

capacidade rizogénica, tanto in vitro e consequente aclimatização vs. enraizamento ex 

vitro em simultâneo com a aclimatização. 
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1.1. Importância das plantas 

 

A floresta atual portuguesa é o resultado de diversas mudanças ao longo dos tempos, 

desde a distribuição geográfica, clima e atuação do Homem. A floresta autóctone 

começou-se a desenvolver desde há 13000 anos atrás, em que começaram a aparecer os 

primeiros carvalhos, que deram origem aos bosques. Mais tarde, começaram-se a formar 

as primeiras florestas, que eram frequentadas tanto por carvalhos de folha caduca, como 

por árvores de folha persistente (é o exemplo da azinheira e do sobreiro). Seguiram-se o 

surgimento de outras espécies, como as ripícolas, junto às linhas de água e outros 

arbustos, como é o caso do azevinho e do medronheiro. Posteriormente, ocorreram as 

ocupações de povos, que recorreram excessivamente à agricultura, nomeadamente ao 

pastoreio, provocando uma desflorestação acentuada. Com a Época dos Descobrimentos, 

a floresta tornou-se uma fonte de madeira para a construção de embarcações, causando 

assim uma depressão mais acentuada na floresta portuguesa. Devido à escassez de 

madeira, houve a necessidade de se criarem as primeiras regulamentações, de forma a 

fazer cumprir a proteção das florestas (Floresta Comum, 2014). No século passado 

verificou-se um acréscimo da floresta em Portugal, uma vez que foram plantados 

pinheiros, sobreiros e azinheiras, altura em que também foram introduzidos os eucaliptos 

em maior escala (florestas.pt, 2022).  

Atualmente, a floresta autóctone portuguesa ocupa cerca de 39% do país, sendo que 

a sua ocupação é a mais representativa do solo nacional (florestas.pt, 2022). Existem 4 

grupos principais de espécies na floresta portuguesa: eucaliptais; carvalhos, castanheiros 

e outras folhosas; montados de sobro e azinhais; pinhais (Figura 1). 

 

Figura 1: Evolução da ocupação das principais espécies e formações florestais em Portugal, desde o ano 

de 1995 a 2015. (Fonte: Dados obtidos através do 6º Inventário Florestal Nacional (IFN) (ICNF, 2019)) 
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As plantas florestais apresentam uma importância muito significativa, pois são elas 

que fazem a constituição da floresta, que por sua vez tem uma função importante a nível 

ecológico e ambiental, nomeadamente na conservação da água, do solo e da 

biodiversidade (Floresta Comum, 2014). A floresta permite a garantia da conservação de 

água, pois as raízes das plantas permitem uma melhor infiltração da água no solo. A 

cobertura florestal, não é só essencial para a proteção dos solos, – nomeadamente de 

erosões, que podem ocorrer pelo excesso de água proveniente das chuvas, e, evaporação 

excessiva, que podem ocorrer devido ao excesso de raios solares e ventos fortes, – como 

também enriquece os solos oferecendo-lhes nutrientes, através da matéria orgânica. Os 

solos florestais são os principais responsáveis pela captura de carbono (florestas.pt, 2021).  

Relativamente à biodiversidade, trata-se de desempenhar funções no que diz respeito à 

conservação de habitats de espécies de fauna, permitindo assim que os animais selvagens 

consigam através dela obter abrigo e alimentação, dando continuidade à sua reprodução. 

É também fundamental na conservação de espécies de flora, que por sua vez, cria uma 

relação trófica com a fauna (Floresta Comum, 2014).  

Dentro de todas as plantas existentes nas florestas, existem as plantas resinosas, 

designadas também por coníferas – devido à maior parte das árvores apresentarem os seus 

frutos com a forma de cone – e que pertencem ao grupo botânico das gimnospérmicas. 

Por norma, são plantas que apresentam folha perene, sendo em agulhas ou em escamas. 

Dentro das resinosas existem diversos géneros, estando incluídos os Pinus, os Cupressus, 

os Cedrus e os Juniperus (UTAD, 2004). 

Em virtude da garantia de uma boa produção de espécies florestais, há também a 

necessidade de se obterem plantas com maior resistência a doenças e pragas, assim, surge 

o interesse na aposta do melhoramento genético das mesmas. Para isso, existem técnicas 

de multiplicação vegetativa, com elevada importância na propagação dos genótipos que 

têm as características mais interessantes, permitindo a obtenção de clones, de forma a 

garantir a continuidade genética. Uma das técnicas que se utiliza com esta finalidade, é a 

micropropagação (Canhoto, 2010). 

 

1.2.  A espécie Cupressus lusitanica Mill. 

 

A espécie Cupressus lusitanica Mill., que tem como designação científica Cupressus 

lusitanica Mill. var. lusitanica (Figura 2), foi assim atribuída pelo autor Phillip Miller, 

no ano 1768. É vulgarmente conhecido por Cipreste-do-Buçaco, cedro-do-Buçaco, cedro-

de-Goa, falso-cedro-do-Buçaco, entre outros. É uma planta de estrato arbóreo, resinosa, 

da família Cupressaceae e alóctone. Entre os ciprestes, é a espécie que mais se encontra 

em Portugal. Existem alguns exemplares que se destacam, devido às suas dimensões e 

idade (Melo et al., 2019; Farjon, 1993). 
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1.2.1. Taxonomia e descrição botânica 

Com base nas suas características morfológicas, esta planta pertence ao Filo 

Pinophyta, Classe Pinopsida, Ordem Pinales, Família Cupressaceae e Género Cupressus 

(Tabela 1). Este é o mesmo género que o Cupressus arizonica Greene, Cupressus 

sempervirens L. e Cupressus macrocarpa Hartweg ex Gordon, também existentes em 

Portugal (UTAD, 2004). 

 

Tabela 1: Classificação científica da C. lusitanica Mill.. 

Domínio Eukarya 

Reino Plantae 

Filo Pinophyta 

Classe Pinopsida 

Ordem Pinales 

Família Cupressaceae 

Género Cupressus 

Espécie Cupressus lusitanica Mill. 
 

Na atribuição do nome da espécie, Phillip Miller, partiu de exemplares oriundos da 

Mata do Buçaco, daí o termo lusitanica. Sem conhecer o país de origem da espécie, o 

autor, presumiu que esses exemplares teriam vindo de Goa, quando na verdade são 

provenientes da América Central. Esse erro foi repetidamente cometido em diversas 

publicações desde o século XVIII, tendo ficado conhecido na língua inglesa como Cedar-

-of-Goa (SERRALVES, 2022). 

Figura 2: Registo fotográfico de C. lusitanica Mill., no parque da Pena (Sintra). 
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1.2.2. Distribuição geográfica, ecologia e importância 

Os dois géneros com maior distribuição geográfica da família Cupressaceae são os 

Cupressus, a par com os Juniperus, principalmente, na América do Norte, Médio Oriente, 

Ásia e Europa (Okino, et al., 2010). 

O Cipreste-do-Buçaco é originário do México, onde é espécie espontânea, assim 

como na Guatemala, em zonas próprias, situadas entre os paralelos 15° e 28° de latitude 

Norte e 89° a 108° de longitude Oeste (UTAD, 2004) e tem larga expansão nas montanhas 

do maciço central, desde os 1800 m aos 2600 m de altitude, podendo medrar até aos 

3200 m, essencialmente nas encostas e ravinas profundas, onde a humidade é constante. 

Distribui-se ainda na Colômbia e Costa Rica (Correia & Oliveira, 2002). 

Por norma, distribui-se naturalmente, nas mesmas regiões que o género Pinus e, 

acima dos 3100 m da altitude, encontra-se com os abetos. Atualmente, encontra-se em 

abundância na Califórnia, na África Oriental, na Nova Zelândia, em Portugal, em 

Espanha, na França, em Itália e no Brasil. Entre os ciprestes, esta é a espécie que mais se 

verifica em Portugal (UTAD, 2004). 

Foi introduzido em Portugal, na Época dos Descobrimentos, entre o século XV e 

XVII na mata do antigo Convento do Buçaco, onde se encontram alguns exemplares que 

se caracterizam pelas suas dimensões e idade. Foram esses exemplares, que foram mais 

tarde enviados para outros países da Europa e para o Brasil, onde a árvore continua a ser 

designada como "portuguesa", tal como consta no nome científico (Shimizu, Júnior, & 

Ribatski, 1995). 

Em Portugal, ocupa a zona centro e norte litoral, desde o Oeste até ao Minho (Figura 

3) (UTAD, 2004). É uma espécie que está disseminada em diversos espaços, tendo uma 

ocorrência frequente em florestas, em parques e jardins urbanos e, em áreas sociais. 

 

Podem-se encontrar alguns exemplares monumentais na Mata do Buçaco (Fundação 

Mata do Bussaco, 2017), na Serra da Lousã (florestas.pt, 2020), na Serra de Moncorvo 

(Expandindústria, 2015) e no Parque da Pena e Monserrate, em Sintra (Melo et al., 2019). 

Figura 3: Distribuição geográfica da C. lusitanica, em Portugal Continental. (Fonte: 

https://jb.utad.pt/especie/Cupressus_lusitanica) 

 



6 

 

As características ecológico-culturais desta espécie florestal em Portugal, passam 

pelas condições edafoclimáticas, técnicas de silvicultura e os seus usos. No que diz 

respeito ao clima, é nas zonas ecológicas com maior influência atlântica que esta espécie 

encontra as melhores condições de desenvolvimento, nos níveis basal, submontano e 

montano (Correia & Oliveira, 2002). Está bem-adaptada para zonas de influência 

mediterrânica, por ser exigente em teores de humidade, –  compreende uma precipitação 

média anual de 400 mm a 900 mm, suportando valores superiores a 1000 mm nas cotas 

mais elevadas, – e temperatura média anual compreendidas entre os 10ºC e os 17ºC 

(UTAD, 2004). Relativamente aos solos, apesar de na sua área de origem se ter 

desenvolvido em solos vulcânicos, em Portugal, tem-se adaptado bem a solos derivados 

de rochas sedimentares, nomeadamente arenitos e calcários e derivados de rochas 

eruptivas, em particular granitos e dioritos (Correia & Oliveira, 2002). 

É uma espécie que possui alguns fatores limitantes, tais como: solos pouco 

profundos; solos com drenagem inadequada; não resiste à competição com a vegetação 

espontânea, como gramíneas, nas primeiras fases de desenvolvimento; existem agentes 

patogénicos que lhe causam danos (como por exemplo o cancro cortical, provocado pelo 

fungo Seiridium cardinale); é sensível à geada, ventos fortes e a zonas de nebulosidade 

excessiva (Chaves & Fonseca, 1991; Caetano & Ramos, 2009). 

Esta espécie é intolerante ao ensombramento, sendo, portanto, uma espécie de 

luz/heliófila, uma vez que necessita de exposição à luz solar para viver e reproduzir. É 

considerada uma árvore de crescimento relativamente rápido, com registos de produção 

média anual superior a 10 m3/ha/ano, em povoamentos de 35 a 45 anos, sendo que, após 

essa idade a produção anual diminui (Correia & Oliveira, 2002). 

Nas ações de plantação, são utilizadas plantas com 1 ano de idade e retanchadas até 

o outro ano, ou seja, nas duas campanhas de plantação seguintes. Não se encontrou 

qualquer referência a densidades de plantação na bibliografia portuguesa, no entanto, 

utiliza-se normalmente o compasso de 3x2 m (Correia & Oliveira, 2002), tendo sempre 

em conta as condições edafoclimáticas do local, o material vegetal a utilizar e a presença 

de outros agentes bióticos, como a fauna silvestre que possa comprometer o bom 

desenvolvimento das plantas (Direcção de Serviços de Valorização do Património 

Florestal, 2003). 

A avaliação da qualidade das plantas a utilizar na plantação é feita em função das 

características genéticas (proveniência da semente que deu origem à planta e 

adequabilidade às características ecológicas onde se pretendem instalar) e das 

características externas (equilibradas e sem deformações, feridas ou doenças). Ao 

contrário do que acontece com algumas espécies cuja comercialização é atualmente de 

certificação de qualidade obrigatória, a plantação desta espécie, através de plantas de 

torrão, não carece de certificação de qualidade, pelo que se recomendam apenas as 

especificações legais aplicáveis, a par dos pinheiros e restantes cupressáceas (Direcção 

de Serviços de Valorização do Património Florestal, 2003). 

As restantes ações silvícolas na condução dos povoamentos de C. lusitanica passam 

por várias limpezas de matos, desramações, fertilizações e vários desbastes, até ao corte 

final, aproximadamente aos 40 anos (Correia & Oliveira, 2002), tendo em vista uma das 
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principais utilizações, a produção de lenho para obtenção de madeira de elevada 

qualidade, para além de ser utilizada enquanto ornamental (Vasconcelos et al., 2018). 

De forma geral, os Cupressus têm características de madeira semelhantes: 

interessante granularidade, densidade média-baixa, baixo encolhimento, excelente 

estabilidade e, mais importante, durabilidade natural elevada. A madeira dos ciprestes é 

altamente adequada para uso em marcenaria externa, como mobiliário, painéis de 

proteção e construção de barcos. Embora seja usado atualmente em móveis, a baixa 

dureza superficial da madeira de cipreste o diminui para esse uso (Okino, et al., 2010) 

Na C. lusitanica, a madeira obtida, de cor amarelada, às vezes castanha-pálida ou 

ligeiramente rosada, com cerne mais ou menos distinto (Correia & Oliveira, 2002), tem 

uma textura fina e uniforme e é pouco durável em contato com o solo, difícil de ser tratada 

pelos processos de imersão e pouco permeável nos processos de impregnação. O 

tratamento pode ser consideravelmente melhorado pelo uso da técnica de incisão. É leve 

e fácil de trabalhar, aceita bem vernizes, colas e pinturas. É bem aproveitada para 

produção de postes, mourões, em carpintaria de obra, na produção de alguns tipos de 

móveis, caixotarias e construções rurais. Todavia, esta madeira é fraca e inadequada para 

usos que requerem resistência mecânica. Por outro lado, não apresenta dificuldade no 

processo de polpação, no entanto, a polpa apresenta baixa resistência ao rasgo, o que a 

torna desapropriada para a produção de pasta de papel (Pereira & Higa, 2003). 

Trata-se de uma madeira de boa qualidade, pesada, dura e fácil de trabalhar e, por 

isso, é muito utilizada em carpintaria e marcenaria, para produção de móveis (Melo et al., 

2019), para construção de elementos estruturais e limpos, mobiliário maciço, painéis 

decorativos, carpintaria fina, contraplacados e folheados (toros com poucos nós), 

microlaminados, aglomerados de partículas e celulose (Correia & Oliveira, 2002). Para 

além disso, tem grão fino, o alburno de cor branco-amarelado e o cerne castanho 

avermelhado. Entre as suas aplicações está a criação de sebes em jardins. É uma espécie 

que resiste bem a podas, proporcionando a criação de vários tipos de figuras e desenhos, 

nessa finalidade (SERRALVES, 2022). 

Pode assumir outras funções, para além de planta ornamental nos jardins das 

habitações ou, como é vulgarmente vista, nos jardins públicos, como proporcionar o 

efeito de “cortina de abrigo” tanto ao nível visual, como contra os ventos e geadas para 

defesa de culturas, proporcionar ensombramento e, através da sua abundante ramificação 

permite uma boa cobertura do solo, travando o desenvolvimento dos matos e outra 

vegetação espontânea (Correia & Oliveira, 2002), contribuindo para a descontinuidade 

horizontal no caso da propagação de incêndios rurais. 

Uma curiosidade, é o facto do braço das guitarras ser constituído por esta madeira, 

devido à sua densidade ser a mais apropriada (FSC, 2020). Além disso, a Certificação 

Forest Stewardship Council (FSC) de Projeto inclui a C. lusitanica noutros produtos e 

construções, atribuindo-lhe valor na cadeia quando se trata de madeira certificada. Do 

ponto de vista paisagístico, os povoamentos de C. lusitanica exaltam um embelezamento 

natural e emitem uma sensação olfativa característica 

Atualmente, esta árvore tem sido bastante utilizada nas arborizações efetuadas ao 

abrigo dos programas comunitários de reflorestação. Apesar de se tratar de uma espécie 
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resinosa, apresenta menor inflamabilidade e combustibilidade do que os pinheiros 

(Expandindústria - Estudos Projectos e Gestão de Empresas, SA, 2015). 

É considerada uma espécie exótica, uma vez que é uma planta introduzida fora da 

sua área de distribuição natural, que se adaptou às condições locais e, posteriormente, 

conseguiu reproduzir-se. Trata-se de uma espécie florestal de estrato arbóreo, com 

utilização no âmbito florestal em Portugal Continental e está contemplada na lista de 

espécies exóticas não invasoras abrangidas pela “lista de espécies exóticas não incluídas 

na lista nacional de espécies invasoras”, estabelecida de acordo com o n.º 4 do artigo 1.º 

do Decreto-Lei n.º 92/2019 de 10 de julho (Presidência do Conselho de Ministros, 2019). 

Assim, trata-se de uma espécie de introdução antrópica antiga, com estatuto naturalizada 

(Costa, et al., 2016). 

Do ponto de vista internacional no que respeita à conservação da natureza, assume 

um estatuto de Conservação, segundo as categorias da União Internacional para a 

Conservação da Natureza (IUCN), correspondente a Least Concern (LC), ou seja, é pouco 

preocupante ao nível global (Farjon, The IUCN Red List of Threatened Species in 2013, 

2013). 

Deve obedecer a algumas limitações para ser utilizada no terreno, tais como, respeitar 

as exceções das restrições decorrentes de legislação específica, como as normas das Redes 

de Defesa da Floresta Contra Incêndios (RDFCI), do Regime Jurídico de Ações de 

Arborização e Rearborização (RJAAR), de planos de gestão florestal (PGF), de 

instrumentos de ordenamento e gestão de áreas protegidas e de outros programas 

especiais (ICNF, 2022). 

A C. lusitanica é uma árvore monóica, perenifólia, megafanerófita, de crescimento 

rápido, chegando a atingir cerca de 30 metros de altura e os 100 cm de diâmetro, com 

copa piramidal nos indivíduos jovens e copa aplanada no cimo nos adultos (UTAD, 

2004). Apresenta um tronco ereto, com ritidoma castanho-avermelhado, sendo que nos 

indivíduos jovens apresenta-se em placas e nos adultos é acastanhado e fendido 

longitudinalmente. Os ramos são curtos, em flecha e apresentam raminhos geralmente 

pendentes (Vasconcelos et al., 2018). 

Esta espécie adota um regime de folha persistente, apresentando folhas oposto-

cruzadas, com escamas, agudas e livres no ápice. Os ramos são todos cobertos pelas folhas 

imbricadas, com a cor verde glauco (Figura 4) (Vasconcelos et al., 2018). 

 

Figura 4: Pormenor de folhas de C. lusitanica, na Quinta do Furadouro (Óbidos). 
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Trata-se de uma planta com floração unissexual. As flores masculinas têm estruturas 

com 0,4 cm a 0,6 cm e as femininas têm escamas inicialmente glaucas, mais tarde ficam 

acastanhadas-brilhantes, pedunculadas. Quanto à sua frutificação apresenta-se como um 

pseudofruto, que é característico das gimnospérmicas. No caso, consiste em gálbulos 

globosos com 1 a 1,5 cm (Figura 5 (A)), apresentando 6 a 8 escamas oposto-cruzadas, 

lenhosas, peltadas, escudo com mucrão desenvolvido e agudo (Figura 5 (B)) e, com 

maturação bienal (Vasconcelos et al., 2018). A partir dos 6 anos de idade das árvores, as 

sementes produzidas já são férteis, sendo que cada gálbulo contém 8 a 10 sementes, que 

são estreitamente bialadas (Figura 5 (C)) (UTAD, 2004). 

 

A Figura 6 lustra esquematicamente a evolução dos grandes grupos de plantas 

terrestres, onde se inclui o grupo Cupressidae (Carapeto et al., 2020). 

 

Figura 6: Relações evolutivas entre os grandes grupos de plantas terrestres. O sufixo «-idae» refere-se à 

categoria de subclasse; tradução para português entre parênteses retos. As aspas assinalam grupos 

parafiléticos. (Fonte: Lista vermelha da flora vascular de Portugal Continental) 

 

Atualmente, as plantas com semente repartem-se em dois grandes grupos: 

gimnospérmicas e angiospérmicas. As gimnospérmicas, onde se incluem os Cupressus, 

não têm flores: os sacos polínicos e os primórdios seminais dispõem-se em estróbilos, 

respetivamente masculinos e femininos, de difícil interpretação evolutiva. Nestas plantas, 

o pólen é transportado pelo vento até à entrada (micrópilo) do primórdio seminal 

Figura 5: Frutificação e sementes de C. lusitanica. (A) Frutificação na árvore, capturado na Quinta do 

Furadouro (Óbidos). (B) Frutificação com as escamas abertas. (C) Sementes de C. lusitanica. 
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(Carapeto et al., 2020), ou seja, a polinização é anemófila. A época de floração decorre 

entre os meses de fevereiro e março. O tipo de propagação natural desta espécie resinosa 

é por semente (Vasconcelos et al., 2018). 

Ainda assim, esta planta para além de ter a capacidade de se propagar de forma 

seminal, também se consegue propagar de forma vegetativa, como por exemplo, 

recorrendo à técnica de micropropagação. Tem a limitação de quando cortada na base se 

tornar num cepo, sem capacidade de germinar novos rebentos, em condições naturais 

(Kratz & Wendling, 2007). 

 

1.3.  Abordagens biotecnológicas para a propagação de espécies 

vegetais 

 

A propagação vegetativa in vitro é uma técnica que consiste no cultivo de células, 

tecidos ou órgãos vegetais (George, 2008) e o seu objetivo principal é clonar espécies de 

plantas ou híbridos que apresentam características interessantes, como por exemplo, uma 

elevada taxa de crescimento, uma boa tolerância às diferenças de temperatura e 

salinidade, uma boa capacidade de resistência a pragas e doenças, entre outras (Dutra, 

Wendling, & Brondani, 2010). 

Esta técnica apresenta diversas vantagens, nomeadamente a uniformidade genética 

das plantas obtidas, bem como o seu rápido crescimento; trata-se de uma forma mais 

rápida de propagar as plantas vegetativamente, comparativamente com a propagação 

convencional por estacaria e, por último, as plantas apresentam uma elevada qualidade 

fitossanitária, pois a propagação in vitro ocorre em condições asséticas. Quanto às 

desvantagens, é de referir que esta forma de propagação não é possível em determinadas 

espécies vegetais, pois nem sempre a regeneração é possível, principalmente quando se 

trata de plantas lenhosas adultas, que atingindo a maturação, diminuem a capacidade 

rizogénica, tornando, por vezes, impossível a obtenção de raízes na fase final da técnica 

da micropropagação (Martins, 2015; Canhoto, 2010). 

 

1.3.1. Princípios básicos da micropropagação 

A micropropagação é uma técnica de multiplicação vegetativa que consiste no 

cultivo in vitro de estruturas biológicas vegetais. Tem como principal objetivo a clonagem 

de plantas que apresentam características interessantes. Este método de propagação é 

bastante vantajoso por permitir a obtenção de inúmeros indivíduos (aumento da taxa de 

multiplicação), num espaço de tempo mais curto, comparativamente com a propagação 

vegetativa em campo (por exemplo, a estacaria ou a enxertia). Este método torna-se mais 

interessante por manter a existência das plantas durante todo o ano e conservação de 

espécies ameaçadas (diminuindo os impactos da sua existência devido à estação do ano, 

distribuição geográfica ou desaparecimento de espécies) e serem mantidas num ambiente 

controlado, conforme as necessidades das plantas. Permite ainda a conservação de 
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material genético por crio-conservação e a produção de plantas geneticamente 

modificadas ou melhoradas (Sidhu, 2011; Canhoto, 2009). 

Assim, existem três métodos para micropropagar plantas: a embriogénese somática, 

a organogénese e a proliferação de meristemas (Martins, 2015). 

A embriogénese somática pode apresentar-se de duas formas: direta e indireta. Na 

forma direta, ocorre a formação de embriões através de células somáticas, sem ocorrer a 

formação de callus, sendo esta uma técnica menos usual pois poucas são as espécies que 

respondem por esta via. Na via indireta, que é uma técnica utilizada com maior 

frequência, induzem-se embriões somáticos a partir das células de callus. Para a formação 

dos embriões somáticos é necessária a utilização de auxinas ou criar condições de stress 

(Pereira, 2014). Este método de multiplicação vegetativo apresenta algumas 

desvantagens, no que diz respeito ao crescimento, que ocorre com alguma casualidade de 

forma assíncrona e alguns dos embriões somáticos podem apresentar anomalias. Por outro 

lado, quando a propagação é feita a partir da embriogénese somática, existe alguma 

probabilidade dos clones gerados apresentarem diferenças genéticas entre si e da planta-

mãe (Gomes, 2011). 

A organogénese, também conhecida como multiplicação de gomos adventícios, é 

uma técnica que visa a diferenciação de estruturas organogénicas, caulinares e radiculares 

e constitui também a base de regeneração de plantas após processos de melhoramento 

genético por recombinação génica e que é frequentemente usada na obtenção de plantas 

transgénicas. Trata-se de um tipo de multiplicação que pode ocorrer também de forma 

direta ou indireta (Carvalho et al., 2006). Na forma direta, a organogénese ocorre através 

de tecidos ou órgãos vegetativos, que se obtêm da planta-mãe. Se porventura se efetuar 

de forma indireta há primeiro a formação de callus. Assim como na embriogénese 

somática, a organogénese por via indireta pode ter algumas desvantagens, tem-se como 

exemplo, o facto das plantas clonadas poderem ter maior probabilidade de diferenças 

genéticas entre si e com a planta-mãe. Esta ocorrência não é necessariamente negativa, 

pois pode ser usada para o melhoramento genético da planta numa perspetiva de 

biodiversidade (Gomes, 2011).  

A proliferação de meristemas é uma forma de propagação que se caracteriza por ter 

um tipo de crescimento rápido, que permite a multiplicação das plantas em larga escala 

(Canhoto, 2010). É utilizada principalmente para a clonagem de plantas e os materiais 

vegetais utilizados podem ser os meristemas apicais, que contenham algumas folhas 

primordiais, ou meristemas axilares, habitualmente dormentes (Gomes, 2011). Esta forma 

de propagação utiliza-se quando uma espécie apresenta dificuldades em se propagar 

através dos métodos tradicionais, sendo bastante utilizada no melhoramento vegetal, 

como é o caso da produção de novos híbridos (Canhoto, 2010). Esta via, em relação às 

metodologias abordadas anteriormente e motivo esse pela qual se utiliza para a 

propagação em larga escala, apresenta vantagem no que diz respeito ao tempo que é 

necessário dispensar, pois a regeneração das plantas ocorre diretamente de um explante, 

sem necessitar da indução de um novo meristema (Pereira, 2014). Também por essa 

razão, esta técnica faz com que se mantenha uma maior estabilidade genética dos rebentos 

(Martins, 2015). Este método é, normalmente, o mais utilizado na micropropagação de 

espécies com relevância comercial (Gomes, 2011). 
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1.3.2. Importância do meio de cultura 

Os meios de cultura são misturas que se fazem através da junção de macronutrientes, 

micronutrientes inorgânicos, vitaminas, hidratos de carbono e reguladores de crescimento 

vegetal, entre outras possíveis substâncias. Estes podem ser semissólidos, quando 

utilizado um gelificante, ou líquidos, dependendo do tipo de sistema de cultivo que se 

pretende realizar. São utilizados de forma a que estes forneçam substâncias essenciais, 

que permitem o desenvolvimento das espécies in vitro (Zavattieri A. , 2002).  

Existem diversos meios de cultura e os seus constituintes variam de acordo com as 

necessidades específicas das espécies, ou seja, cada espécie tem exigências nutricionais e 

reguladores de crescimento diferentes, existindo a necessidade de variar os meios 

conforme as condições que as plantas exigem, tendo em consideração o objetivo do seu 

cultivo (Martins, 2015).  

Os macronutrientes fornecem azoto (N), fósforo (P), potássio (K), cálcio (Ca), 

magnésio (Mg) e enxofre (S). Já os micronutrientes disponibilizam boro (B), cobalto 

(Co), cobre (Cu), ferro (Fe), molibdénio (Mo), manganês (Mn) e zinco (Zn). Como 

vitaminas podem ser utilizadas a piridoxina, o ácido nicotínico, a biotina, o pantotenato 

de cálcio, o ácido ascórbico e a riboflavina, no entanto, nenhuma das anteriores é essencial 

para o cultivo de plantas in vitro, sendo que a tiamina é a única vitamina fundamental 

para este tipo de propagação. Também a glicina, um aminoácido, é considerada uma 

substância essencial no meio de cultura. 

Relativamente aos reguladores de crescimento utilizados na micropropagação, 

existem três classes: as auxinas, as citocininas e as giberelinas. As auxinas têm como 

efeito o alongamento celular, a formação de raízes, a dominância apical e os tropismos 

(crescimento orientado das plantas), das quais as mais utilizados nos sistemas in vitro são 

o ácido 3-indolacético (AIA), o ácido naftalenoacético (ANA) e o ácido indolbutírico 

(AIB) e o ácido 2-4-diclorofenoxiacético (2,4-D). As citocininas que são responsáveis 

pelos processos de divisão celular e quebra da dominância apical por estimulação do 

desenvolvimento dos gomos laterais, sendo as mais utilizadas a 6-benzilaminopurina 

(BAP), a cinetina (KIN), a isopenteniladenina (2iP) e a zeatina (ZEA). Por último, as 

giberelinas que têm forte ação nos processos de alongamento celular, sendo o ácido 

giberélico (AG3) o mais frequentemente utilizado (Melo, 2002). 

 

1.3.3. Importância das condições de cultura 

Para fases de estabelecimento, multiplicação e enraizamento in vitro, as estruturas 

vegetativas têm a necessidade de estarem dentro de uma sala de cultura (câmara 

bioclimática), em que os fatores ambientais, tais como a luz (intensidade e fotoperíodo) 

e a temperatura, sejam controlados (Yildiz, 2012). 

Por norma, são utilizadas lâmpadas fluorescentes, por cima de cada prateleira, para 

manter a luz artificial indicada e mais uniforme para as culturas. Habitualmente, utilizam-

se fotoperíodos de 16 horas de luz e de 8 horas de escuro, no entanto, e conforme as 

culturas com que se trabalham, pode haver a necessidade de se fazem ajustes nas horas 
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do fotoperíodo, conforme as condições de dias longos ou de dias curtos das plantas 

(Yildiz, 2012).  

Segundo o mesmo autor, a temperatura na câmara bioclimática é igualmente 

importante quanto a luz, pois as temperaturas desajustadas para as plantas são um dos 

principais motivos para o insucesso, devido a provocar-lhes stress. Nas espécies de clima 

temperado as temperaturas são, usualmente, de 25 ºC/dia e 20-22 ºC/noite.  

 

1.3.4. Fases da micropropagação por proliferação de meristemas 

A micropropagação por proliferação de meristemas, caracteriza-se por ter cinco fases 

principais (Figura 7) na sua execução: a seleção da planta-mãe e a devida preparação do 

explante, o estabelecimento, a multiplicação, o enraizamento (que pode ser executado in 

vitro ou ex vitro) e, por última, a aclimatização (Murashige, 1974; Debergh & Maene, 

1981). 

 

O início da cultura in vitro, a seleção da planta mãe e a preparação do explante, é dos 

momentos mais importantes para todo o processo, pois, as restantes fases dependem das 

condições da preparação das plantas-mãe, relativamente às contaminações de fungos e/ou 

bactérias. Dessa forma, há que garantir que as plantas-mãe selecionadas apresentam um 

bom estado fisiológico e sanitário, mantendo-as em estufa, com crescimento controlado. 

Estas componentes são fundamentais para o alcance do sucesso máximo no 

estabelecimento dos explantes (Canhoto, 2010).  

Figura 7: Representação esquemática das fases da micropropagação. A fase de enraizamento pode ser 

realizada in vitro ou ex vitro, sendo que neste último caso, pode ser realizada em simultâneo com a fase da 

aclimatização. 
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Relativamente à segunda fase, o estabelecimento da cultura passa por selecionar os 

explantes que se pretendem estabelecer. De seguida, faz-se a desinfeção do material 

vegetal, com diferentes substâncias desinfetantes como álcool, hipoclorito de sódio ou 

bicloreto de mercúrio, bem como com fungicidas. Depois, faz-se a lavagem com água 

destilada/esterilizada e, por fim, coloca-se em meio de cultura esterilizado. Após esta fase 

de desinfeção, há também que ter em consideração alguns fatores como a temperatura e 

a luz em que os explantes crescem. A temperatura influencia diretamente o crescimento 

das culturas e a luz tem interferência na qualidade do desenvolvimento das plantas 

resultantes dos explantes (Zavattieri, 2002). 

A fase da multiplicação tem como objetivo multiplicar os rebentos de forma a obter 

um maior número de novos explantes, ou seja, gerar clones, mantendo a estabilidade 

genética da planta-mãe. Deste modo, nesta fase é necessário ter em conta a formulação 

do meio de cultura. A metodologia passa por retirar os rebentos obtidos na etapa anterior, 

segmentá-los e colocá-los em meio de cultura novo. De forma a garantir o êxito desta 

fase, pode recorrer-se ao uso de hormonas e/ou reguladores de crescimento, como por 

exemplo as citocininas que promovem os processos de divisão e de diferenciação celular. 

Em certos casos, os rebentos que se formam durante a fase de multiplicação, apresentam 

dimensões inferiores, o que dificulta muito o processo de rizogénese subsequente e 

impossibilita a transferência das plantas para o solo. Assim, existe a necessidade de 

efetuar o seu alongamento, recorrendo ao uso de giberelinas. Contudo, existem casos em 

que o contacto dos explantes com as giberelinas pode afetar, de forma negativa a fase 

seguinte, o enraizamento (Canhoto, 2010). 

A fase seguinte consiste no enraizamento. Esta fase pode ser dividida em indução, 

iniciação e alongamento das raízes, sendo que pode ser realizada in vitro ou ex vitro. 

Recorre-se ao uso de hormonas e/ou reguladores de crescimento, geralmente auxinas, 

para estimular a iniciação radicular, colocando depois a planta em substrato (Pereira & 

Peres, 2016). Existem diversos tipos de substratos que podem ser utilizados para o 

enraizamento ex vitro, entre eles estão a turfa, a perlite, a vermiculite, o esfagno, os jiffys, 

entre outros. Relativamente à turfa, é um substrato que se forma através da decomposição 

lenta de espécies vegetais e é frequentemente utilizada para o cultivo de plantas, pois 

devido à sua porosidade, torna-se muito favorável ao desenvolvimento de raízes 

(Husqvarna, s.d.). A perlite é um substrato que deriva de um tipo de vidro vulcânico e 

que é muitas vezes utilizada em enraizamentos, devido ao arejamento das raízes e à 

retenção de humidade. Quanto à vermiculite, deriva de um material de silicato e, ao 

contrário da perlite, a retenção de muita água não permite o arejamento das raízes, que 

consequentemente, diminui a quantidade de oxigénio, fazendo com que em certas 

espécies possa danificar as raízes, apodrecendo-as (GroHo, s.d.). O esfagno é um tipo de 

musgo utilizado como substrato para culturas que necessitam de uma quantidade maior 

de humidade, uma vez que este tem uma capacidade de retenção de água muito superior, 

mantendo assim o substrato mais fresco durante mais tempo (Planeta Huerto, 2019). 

Quanto aos jiffys, caracterizam-se por serem cápsulas com turfa compactada, envolvida 

numa rede e têm um orifício, na parte de cima, onde se colocam as plântulas. A sua 

utilização obriga a que haja uma hidratação prévia de forma a aumentar o seu volume 

(EcoCenter.pt, s.d.). Por vezes, formam-se raízes espontâneas quando se faz a passagem 

do meio de cultura utilizado na multiplicação in vitro, para o meio de cultura sem adição 

de hormonas ou reguladores de crescimento de enraizamento. No entanto, em plantas 
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lenhosas existe uma dificuldade maior em obter raízes desta forma, pois a capacidade 

rizogénica é menor (Canhoto, 2010). 

A última fase do processo da micropropagação é a aclimatização, que visa otimizar 

as plantas de condições in vitro para ex vitro, para, de seguida, irem para a estufa e, por 

fim, para o campo. Nesta fase, as plantas adaptam-se gradualmente às condições 

exteriores, nomeadamente luz, temperatura e humidade relativa (Zavattieri, 2002). É 

neste momento que as plantas desenvolvem estratégias para se adaptarem mais facilmente 

ao exterior, entre as quais o desenvolvimento de estomas, a indução de mecanismos para 

controlar a transpiração e a perda de água e, o aumento da taxa de fotossíntese. Por outras 

palavras, esta fase é essencial para as plantas se adaptarem e tornarem autossuficientes 

fotossinteticamente (Canhoto, 2010). 

 

1.3.5. Potencialidades da micropropagação de C. lusitanica  

Como consequência do abandono de espaços agrícolas, existe uma maior 

probabilidade de risco de incêndios florestais, devido à elevada acumulação de carga de 

combustível. Assim, existe a necessidade de criar planos de gestão florestal. A C. 

lusitanica apresenta elevado potencial para esse tipo de gestão, uma vez que tem 

utilidades quanto à produção de madeira, assim como na proteção microclimática e 

recuperação de solos degradados (Guiomar et al., 2011). Apesar de um reduzido número 

de estudos publicados quanto à sua produção em larga escala, estes tipos de estudos são 

importantes para potencializar as técnicas de multiplicação, para a instalação de novos 

povoamentos e para auxiliar na garantia de uma gestão florestal sustentável. 

Para além das potencialidades que apresenta na qualidade da madeira, a C. lusitanica 

também se revela interessante quanto às propriedades do óleo essencial obtido através das 

suas folhas que, devido às suas propriedades antimicrobianas, é utilizado para diversos 

tratamentos medicinais, nomeadamente tosse convulsa, hemorroidas e reumatismo. 

Quando utilizado internamente, auxilia no tratamento de doenças intestinais, como colite 

e síndrome de Crohn, assim como ajuda também na higiene oral, prevenindo cáries e mau 

hálito. A medicina tradicional já fazia uso das suas folhas para tratar de doenças da pele, 

infeções do sistema respiratório e de proteção contra insetos. O óleo desta espécie é 

composto por toratol, sabineno e α-pineno, sendo os dois primeiros de maior destaque. 

De acordo com estudos científicos, este óleo essencial não apresenta toxicidade (Teke, 

Elisée, & Roger, 2013; inovep, 2019). 

 

1.4.  Utilização de biorreatores na micropropagação 

 

Os biorreatores são equipamentos utilizados para a propagação in vitro, que 

pretendem substituir o meio de cultura semissólido pelo líquido, aumentando as 

superfícies de contacto do meio de cultura com os explantes, assim como a produção em 

larga escala, devido às dimensões dos equipamentos serem maiores do que as utilizadas 

em meio de cultura gelificado (Figueiredo, 2019). 
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Existem dois tipos de biorreatores: o de imersão contínua – que mantém os explantes 

em imersão durante todo o tempo de cultivo – e o de imersão temporária (Figura 8) – que 

tal como o nome indica, faz imersões temporárias, controladas pelo número de imersões 

diárias e o tempo de imersão. Ambos são utilizados para meios de cultura líquido e têm a 

capacidade de arejamento, através da renovação de ar. O biorreator de imersão contínua 

é desvantajoso em comparação com o biorreator de imersão temporária devido ao facto 

dos explantes permanecerem todo o tempo de cultivo em imersão, causando uma 

hiperhidratação, que pode apresentar-se sob anomalias no material vegetal. Por esses 

motivos, o biorreator de imersão temporária apresenta-se mais eficiente devido à 

existência de um maior controlo dos tempos de imersão (Figueiredo, 2019).  

 

O sistema de biorreatores de imersão temporária é composto por dois 

compartimentos, em que o de baixo contém o meio de cultura líquido e o de cima contém 

os explantes. Cada um dos compartimentos tem uma entrada de ar e uma abertura que 

permite a conexão de ambos. No caso do compartimento inferior, a entrada de ar faz com 

que o meio de cultura suba para o compartimento superior, estabelecendo contacto com 

o material vegetal e nesse compartimento a entrada de ar, permite o arejamento. Ambas 

as entradas de ar são revestidas por um filtro, de forma a evitar contaminações. 

Os biorreatores, quando são bem-sucedidos, apresentam uma alternativa para a 

multiplicação em meio de cultura semissólido. Nesses casos, significa que poderá ser 

vantajoso relativamente aos custos, pois têm dimensões maiores comparativamente com 

os frascos e é suposto que as plantas absorvam mais nutrientes devido a estarem todas 

elas em contacto com o meio de cultura durante a imersão, isto terá como consequência 

o aumento da produtividade, reduzindo o custo por planta. Outra vantagem assenta no 

facto de haver a possibilidade de propagar diferentes órgãos das plantas ao mesmo tempo, 

isto é, podem-se colocar folhas, caules e raízes dentro do mesmo biorreator de imersão 

temporária (Scheid, et al., 2009).    

Figura 8: Biorreator de imersão temporária SETIS™. 
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2. Materiais e métodos 

 

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratórios do CBPBI, que cedeu os 

equipamentos mencionados ao longo deste capítulo. 

 

2.1. Material vegetal 

 

A propagação in vitro inicia-se com a fase do estabelecimento, que necessita da 

preparação prévia do material vegetal, selecionando os exemplares que servem de 

plantas-mãe. Desta forma, com o auxílio de uma tesoura de poda, foram colhidos 

explantes de C. lusitanica, com cerca de 1 ano de idade, existentes na coleção do CBPBI 

(Figura 9) e, de seguida, colocados numa tina com água.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. Processo de desinfeção e estabelecimento in vitro de C. lusitanica 

 

Após a recolha do material vegetal, os rebentos foram colocados numa tina com 

fungicida (Figura 10 (A)) com agitação contínua, utilizando uma placa com agitação 

(VMS-C7 ADVANCED), durante cerca de 10 minutos. Decorrido esse tempo, descartou-

se o sobrante. De seguida, levaram-se os rebentos para a Câmara de Fluxo Laminar 

Horizontal (CFLH) (BIOBASE BBS-H1800) e colocaram-se em etanol a 70% (Figura 

10 (B)), durante 30 segundos e, posteriormente, descartou-se de novo o sobrante. 

Seguidamente, a desinfeção foi feita por imersão dos rebentos em NaClO, em que foram 

testadas duas concentrações diferentes: 1:31 e 1:42, juntamente com algumas gotas de 

Tween-20 (Figura 10 (C)), realizando diferentes tempos de desinfeção: 10 min, 15 min 

                                                 
1 Concentração de 1 parte de NaClO para 3 partes iguais de água. 
2 Concentração de 1 parte de NaClO para 4 partes iguais de água. 

Figura 9: Plantas-mãe utilizadas para o estabelecimento de C. lusitanica, existentes na coleção do CBPBI. 
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e 30 min. Por fim, fizeram-se 3 lavagens com água destilada e esterilizada, deixando os 

rebentos permanecerem na quarta água. 

 

Terminado o protocolo de desinfeção, foram utilizadas pinças e bisturis esterilizados, 

através de um esterilizador de esferas (STERI 21), para segmentar os rebentos, obtendo 

explantes com um comprimento entre 1 cm e 1,5 cm. Estes foram colocados em tubos de 

ensaio, com 13 mL de meio, com dois meios de cultura diferentes, de Murashige e Skoog 

(1962) (MS) e meio de Driver e Kuniyuki (1984) (DKW), com suplemento de vitaminas, 

reguladores de crescimento e sacarose (Tabela 2). O pH foi ajustado com soluções 

concentradas de hidróxido de sódio ou de ácido clorídrico e os meios foram esterilizados 

em autoclave a 121 ºC, 1 atm, durante 20 min. 

 

Tabela 2: Composição dos meios de cultura utilizados para o estabelecimento de C. lusitanica. 

Meio de cultura Vitaminas (mg/L) Reguladores de 

crescimento 

(mg/L) 

Sacarose 

(g/L) 

pH 

 

MS 

0,1 Tiamina 

0,5 Piridoxina 

0,5 Ácido nicotínico 

2 Glicina 

 

1 BAP 

0,5 KIN 

 

30  

 

5,5 

  

DKW 

 

Concluída a inoculação, os tubos de ensaio com os explantes primários (Figura 11), 

foram colocados dentro da câmara bioclimática, com fotoperíodo de 16h de luz (lâmpadas 

fluorescentes cool-white), com intensidade 50 μmol / m2 / s e 8h de escuro, a uma 

temperatura de 25 ºC/dia, 22 ºC/noite, durante 6 semanas. 

 

 

 

 

 

Decorrido esse tempo, foram recolhidos os dados para tratamento estatístico e 

passou-se à fase seguinte, a multiplicação. 

Figura 10: Protocolo de desinfeção para o estabelecimento de C. lusitanica. (A) Colocação dos explantes 

em fungicida, com agitação. (B) Passagem dos explantes por etanol a 70%. (C) Desinfeção com NaClO e 

Tween-20. 

Figura 11: Explantes de C. lusitanica, em tubos de ensaio. 
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2.3. Ensaios de multiplicação in vitro 

 

Os ensaios de multiplicação in vitro, foram realizados através da população stock, 

proveniente do estabelecimento mencionado anteriormente. A população stock foi obtida 

através de meio de cultura DKW, com as vitaminas 0,1 mg/L de tiamina, 0,5 mg/L de 

piridoxina, 0,5 mg/L de ácido nicotínico e 2 mg/L de glicina, com 0,5 mg/L de KIN. O 

pH utilizado foi de 5,5. 

Todas as manipulações do material vegetal foram realizadas em CFLH, com 

esterilizador de esferas para pinças e bisturis e, um borrifador com álcool a 70%, para 

desinfeção frequente das mãos e da CFLH. 

Estes ensaios foram realizados tanto em meio de cultura semissólido, como em meio 

líquido, sendo que, para o meio semissólido foram utilizados frascos com (Ø8cm x 11cm) 

(Figura 12 (A)) e para o meio líquido, biorreatores de imersão temporária modelo 

SETISTM (https://setis-systems.be/home) (Figura 12 (B)). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

2.3.1. Multiplicação em meio semissólido 

Para a realização da multiplicação em meio semissólido, foram realizados vários 

ensaios, para avaliar o efeito das variações de concentração de sacarose e de citocininas 

(KIN, 2iP e BAP). Em todos os ensaios foram utilizados 5 frascos, com 7 explantes, 

totalizando 35. Cada frasco continha 50 mL de meio de cultura DKW. 

De forma a realizarem-se os ensaios da concentração de sacarose, utilizaram-se 3 

concentrações diferentes, 10 g/L, 20 g/L e 30 g/L. 

Relativamente aos testes de concentrações dos reguladores de crescimento, houve a 

necessidade da utilização de um teste de controlo, em que se fez a repicagem para meio 

DKW, sem a adição de qualquer regulador (Figura 13). 

 

 

 

 

Figura 12: Meios de cultura utilizados no ensaio de multiplicação in vitro. (A) Meio de cultura semissólido, 

em frascos. (B) Meio de cultura líquido, em biorreatores de imersão temporária. 

Figura 13: Explantes em meio de cultura DKW, sem adição de regulador de crescimento. 

https://setis-systems.be/home
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Seguiram-se os testes de concentrações de reguladores de crescimento, em que foram 

usadas as mesmas concentrações, para diferentes substâncias. Como já referido 

anteriormente, foram utilizadas diferentes citocininas (que por norma apresentam 

eficiência na multiplicação): KIN, BAP e 2iP. As concentrações testadas foram: 0,5 mg/L, 

1 mg/L e 2 mg/L. Para estes ensaios, utilizaram-se 30 g/L de sacarose. 

Os dados foram retirados após 5 semanas de se terem iniciado os ensaios. 

 

2.3.2. Multiplicação em biorreatores de imersão temporária 

Para a multiplicação em biorreatores de imersão temporária, fizeram-se 4 ensaios 

com diferentes tempos de imersão, sendo que o meio de cultura foi igual ao já utilizado 

na multiplicação para população stock (Tabela 3). Foram colocados 50 explantes em cada 

biorreator. 

 

Tabela 3: Composição do meio de cultura utilizado para o ensaio em biorreatores de imersão temporária, 

com os respetivos tempos de imersão. 

Meio de 

cultura 

Vitaminas (mg/L) Regulador de 

crescimento 

(mg/L) 

Sacarose 

(g/L) 

pH Tempos de imersão 

 

 

 

DKW 

 

 

0,1 Tiamina 

0,5 Piridoxina 

0,5 Ácido nicotínico 

2 Glicina 

 

 

 

0,5 KIN 

 

 

 

30 

 

 

 

5,5 

Imersão: 4h em 4h 

Duração da imersão: 2 min 

Imersão: 6h em 6h 

Duração da imersão: 3 min 

Imersão: 8h em 8h 

Duração da imersão: 3 min 

Imersão: 12h em 12h 

Duração da imersão: 4 min 

 

A Figura 14 mostra a preparação dos ensaios em biorreatores de imersão temporária. 

 

 

 

Figura 14: Preparação dos ensaios em biorreatores de imersão temporária. (A) Rebentos provenientes de 

população stock, utilizados para os ensaios. (B) Preparação dos explantes. (C) Colocação dos explantes 

dentro dos biorreatores. (D) Vista pormonorizada dos explantes no interior dos biorreatores. 
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2.4.  Ensaios de enraizamento e aclimatização 

 

Em determinadas espécies, a fase de enraizamento inicia-se ainda in vitro, no entanto, 

outras espécies necessitam de um auxílio de substâncias de enraizamento, para que a 

produção de raízes possa ocorrer. 

Para o caso da C. lusitanica, realizaram-se ensaios de enraizamento, tanto in vitro 

como ex vitro, de forma a avaliar a capacidade rizogénica de ambas as formas. 

Na realização dos ensaios in vitro, utilizaram-se rebentos com 3 cm a 4 cm de 

comprimento, desenvolvidos na fase de multiplicação e colocados em meio de cultura 

DKW, sendo que foram testadas três concentrações diferentes do regulador de 

crescimento de enraizamento AIB: 1 mg/L, 3 mg/L e 5 mg/L.  

Relativamente aos ensaios ex vitro, testaram-se dois substratos diferentes: Jiffy-7® 

(http://www.jiffypot.com/en/products/jiffy7.html) (Figura 15 (A)) e uma mistura de 1:33 

de turfa com perlite, humedecida a 70% (Figura 15 (B)). 

 

 

 

 

 

 

Em relação aos ensaios realizados com Jiffys, foram executadas duas modalidades, 

cada uma com 30 rebentos: corte da base sem remoção das agulhas do centímetro basal 

(Figura 16 (A)) e corte da base com a remoção de agulhas em cerca de 1 cm da base do 

caule (Figura 16 (B)). O corte da base foi realizado com o auxílio de uma tesoura e para 

a remoção das agulhas, utilizou-se uma pinça. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
3 Mistura efetuada através de 1 parte de turfa para 3 partes de perlite (v:v). 

Figura 16: Plântulas de C. lusitanica para o ensaio de enraizamento ex vitro. (A) Plântula com corte da 

base. (B) Plântula com corte da base e remoção de agulhas até cerca de 1 cm. 

Figura 15: Substratos utilizados para os testes de enraizamento ex vitro de C. lusitanica. (A) Cápsula de 

Jiffy. (B) Caixa com mistura de turfa com perlite. 

http://www.jiffypot.com/en/products/jiffy7.html
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Após a preparação dos rebentos, colocaram-se Jiffys a hidratar (Figura 17 (A)) com 

a solução de enraizamento AgroBeta Enraizador Plus, diluída em água (10 mL para 5 L 

de água). De seguida, fez-se a imersão das bases dos rebentos no gel de enraizamento 

Clonex, (https://www.growthtechnology.com/product/clonex/) com a concentração de 

3,3 g/L de AIB (Figura 17 (B)) e colocaram-se nos Jiffys hidratados (Figura 17 (C) e 

(D)).  

 

Posteriormente, colocaram-se os rebentos dentro de caixas de esferovite, cobertas 

com uma tampa transparente acrílica (Figura 18 (A)) e deixaram-se a aclimatizar na 

câmara bioclimática com luz (fotoperíodo 16h, intensidade 150 μmol/m2/s), temperatura 

(25 ºC/dia e 22 ºC/noite) e humidade exterior controladas (80%) (Figura 18 (B)). O 

enraizamento/aclimatização decorreu 4 semanas com abertura gradual da tampa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Plântulas para aclimatizar. (A) Plântulas com ensaio de enraizamento ex vitro, recorrendo à 

utilização de Jiffys. (B) Câmara bioclimática para aclimatização. 

Figura 17: Processo do ensaio de enraizamento ex vitro de C. lusitanica, através do uso de Jiffys. (A) 

Hidratação de Jiffys com solução de enraizamento AgroBeta Enraizador Plus. (B) Imersão da base em gel 

de enraizamento Clonex. (C) Colocação do rebento na Jiffy. (D) Rebento pronto para enraizar/aclimatizar. 

https://www.growthtechnology.com/product/clonex/
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Para o ensaio realizado com a mistura de turfa com perlite utilizaram-se também 30 

rebentos. Primeiramente, preparou-se uma caixa e fez-se a mistura de turfa com perlite e, 

de seguida, hidratou-se com solução nutritiva (Tabela 4 e Figura 19 (A)). Prepararam-

se os rebentos a enraizar, cortaram-se as bases com o auxílio de uma tesoura (Figura 19 

(B)) e removeram-se as agulhas da base (Figura 19 (C)), recorrendo à utilização de uma 

pinça, à semelhança da técnica utilizada no ensaio anterior. Seguidamente, mergulharam-

se as bases das plântulas em gel de enraizamento Clonex (Figura 19 (D)) e colocaram-se 

no substrato (Figura 19 (E)). 

 

Tabela 4: Composição da solução nutritiva utilizada para o enraizamento ex vitro de C. lusitanica, para o 

substrato da mistura de turfa com perlite. 

Macronutrientes Micronutrientes Ferro EDTA Inositol 

MS NO3 MS 

1/2 1/4 Completa MS MS 

 

Por fim, fechou-se a tampa da caixa e colocou-se a aclimatizar dentro da câmara 

bioclimática, nas condições referidas atrás (Figura 20). 

 

2.5.  Recolha de dados e tratamento estatístico 

 

O presente estudo teve como objetivo adaptar procedimentos para as diversas fases 

da micropropagação por proliferação de meristemas, da espécie C. lusitanica Mill.. Para 

isso, testaram-se tempos de desinfeção diferentes e meios de cultura na fase do 

estabelecimento; avaliou-se a capacidade de multiplicação recorrendo a ensaios de 

sacarose e ensaios estabelecidos com diferentes reguladores de crescimento; ainda na fase 

Figura 19: Processo do ensaio de enraizamento ex vitro de C. lusitanica, através do uso da mistura de turfa 

com perlite. (A) Hidratação da mistura do substrato. (B) Corte da base do rebento. (C) Remoção das agulhas 

da base do rebento. (D) Imersão da base no gel de enraizamento Clonex. (E) Colocação do rebento na 

mistura do substrato. 

Figura 20: Colocação da caixa com as plântulas de C. lusitanica no substrato de turfa com perlite, a 

aclimatizar, na câmara bioclimática. 
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da multiplicação, testou-se a utilização de biorreatores; avaliou-se a capacidade 

rizogénica da espécie em ensaios in vitro e ex vitro, com a devida aclimatização.  

Assim, tiveram-se em consideração diversos parâmetros como: número de 

contaminações, número de necroses, número de rebentos por explante estabelecido e 

respetivos comprimentos dos maiores e menores, número de rebentos que desenvolveram 

raízes in vitro e número de plântulas que desenvolveram raízes ex vitro. 

Para a interpretação dos resultados observados, foram quantificados os seguintes 

parâmetros: 

1) Na fase de estabelecimento, foram registadas as contaminações (por fungos 

ou bactérias) e explantes necrosados, calculando a taxa de sobrevivência; 

2) Na fase de estabelecimento e de multiplicação, foram registados o número de 

rebentos por explante, comprimento do maior rebento, comprimento do 

menor rebento e número de explantes secundários obtidos; 

3) Foi estabelecida uma escala qualitativa, de 1 a 2, em que 1 representava os 

rebentos necrosados ou vitrificados e 2 os rebentos que estavam em bom 

estado fisiológico para a multiplicação; 

4) Na fase de enraizamento foram registados o número de rebentos enraizados, 

número de raízes e comprimento da maior raiz e, formação/ausência de 

formação de callus; 

Os parâmetros acima mencionados, nomeadamente os dos pontos 3), no ensaio de 

sacarose e 4), no ensaio de enraizamento ex vitro, foram sujeitos à análise de variância, 

calculada com o modelo ANOVA (através do Software STATISTICA, versão 12.0) 

(Duncan, 1955; Zar, 1996), por se tratarem de variáveis paramétricas e que seguem uma 

distribuição normal. Quando foram observados valores significativos, ou seja, se os 

fatores principais admitem que a variância tem significado estatístico, efetuou-se o teste 

ANOVA, para um nível de significância superior a 5%, de forma a comparar as médias 

calculadas. Estes testes tiveram como objetivo identificar qual a concentração de sacarose 

que melhor se adequa à propagação in vitro de C. lusitanica e qual a melhor condição de 

enraizamento ex vitro para esta espécie (sendo que as letras diferentes, nas figuras ou 

gráficos, indicam a existência de diferenças significativas entre os tratamentos; p > 0,05). 

Para as variáveis dos restantes pontos, que não seguem uma distribuição normal, foi 

efetuada uma análise de variáveis não-paramétricas. Neste contexto, utilizou-se o teste de 

Kruskal-Wallis (recorrendo ao Software STATISTICA, versão 12.0) (Duncan, 1955; Zar, 

1996), que serviu para comparar as médias, de forma a avaliar a existência de diferenças 

significativas, quanto às testagens efetuadas (sendo que as letras diferentes, nas figuras 

ou gráficos, indicam a existência de diferenças significativas entre os tratamentos; p > 

0,05).  
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3. Resultados e discussão 

 

Decorridos os tempos necessários a cada fase descrita no capítulo anterior, fez-se a 

recolha dos dados e o devido tratamento, que são apresentados de seguida. 

 

3.1. Desinfeção e estabelecimento in vitro 
 

Após 6 semanas de se ter efetuado o estabelecimento dos explantes de C. lusitanica, 

fez-se a recolha dos dados (Figura 21), em que se contabilizaram o número de explantes 

infetados (fungos ou bactérias) e contabilizou-se também o número de explantes 

necróticos. Além disso, efetuou-se o registo do número de rebentos obtidos por explante, 

o comprimento do maior rebento e a taxa de multiplicação. 

 

Relativamente aos dados obtidos para a percentagem de infeções, necrose e 

sobrevivência, apresenta-se a Figura 22, para interpretação dos resultados e o Anexo - 

Tabela 1, com os dados. 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

MS DKW MS DKW

10 minutos 15 minutos 30 minutos

Infeção, necrose e sobrevivência, em percentagem

Infeção Necrose Sobrevivência

Figura 22: Percentagem de infeções, mortes e sobrevivência dos explantes, de acordo com os tempos de 

desinfeção e meio de cultura. 

Figura 21: Registos fotográficos dos explantes, após 6 semanas do estabelecimento. (A) Explante sujeito 

a 10 minutos de desinfeção, com a concentração de 1:3, em meio DKW. (B) Explante sujeito a 30 minutos 

de desinfeção, com a concentração de 1:4, em meio DKW. (C) Explante sujeito a 10 minutos de desinfeção, 

com a concentração de 1:4, em meio MS. (D) Explante sujeito a 15 minutos de desinfeção, com a 

concentração de 1:4, em meio MS. 
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Assim, verifica-se que os explantes que estiveram em meio MS, com o tempo de 

desinfeção de 10 minutos e com a concentração mais baixa de NaClO, foram os que 

apresentaram maior percentagem de explantes infetados e de necrose, fazendo assim com 

que a percentagem de sobrevivência fosse a mais baixa. Relativamente aos resultados que 

apresentaram os valores mais elevados de sobrevivência, foram os explantes que 

estiveram em meio DKW, com 10 minutos de tempo de desinfeção, com a concentração 

mais elevada de NaClO, fazendo assim uma taxa de sobrevivência de 90%, sem 

apresentar qualquer infeção. 

Através da recolha dos dados referentes à taxa de multiplicação, à qualidade dos 

rebentos, ao comprimento do rebento maior e à taxa de vitrificação, fizeram-se as análises 

estatísticas. Começou-se por verificar se a taxa de multiplicação e o comprimento médio 

dos rebentos maiores seguiam uma distribuição normal (Anexo - Figura 1 e Anexo - 

Figura 2) e como não seguiam, passou-se à análise não paramétrica, através do teste de 

Kruskal-Wallis (Anexo - Figura 3, Anexo - Figura 4 e Anexo - Figura 5). 

A Figura 23 mostra os resultados da multiplicação dos rebentos com qualidade, na 

interação dos meios de cultura (MS e DKW), com os tempos de desinfeção (10 min, 15 

min e 30 min), com a concentração de NaClO (1:3 e 1:4). 

 

Relativamente à análise da percentagem de infeções e necroses, é possível verificar 

que os explantes que estiveram sujeitos ao tempo de desinfeção de 10 minutos, à 

concentração de NaClO de 1:4 e em meio de cultura MS, apesar de terem apresentado 

uma percentagem de sobrevivência inferior, comparativamente com as restantes 

condições de estabelecimento, foram os que apresentaram melhor taxa de multiplicação, 

com os rebentos de qualidade (Anexo - Tabela 2). Isto pode dever-se ao facto da 

permanência dos explantes em NaClO menos concentrado e menor tempo, danificar 

menos os tecidos vegetais, promovendo melhor o seu desenvolvimento. 

No Anexo - Tabela 2 estão indicados os dados obtidos relativamente à interação do 

meio de cultura, com o tempo de desinfeção e com a concentração de NaClO e no Anexo 

- Tabela 3 os resultados obtidos relativamente à influência dos meios de cultura no 

estabelecimento. 

Figura 23: Taxa de multiplicação dos rebentos com qualidade, na interação de meio de cultura, com o 

tempo de desinfeção, com a concentração de NaClO. 
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Como mostra o Anexo - Tabela 2, a taxa de multiplicação e a qualidade dos rebentos 

apresentou melhores resultados nos explantes que estiveram em meio de cultura MS, com 

o tempo de desinfeção de 10 minutos e com a concentração de NaClO de 1:4, sendo que 

os resultados foram piores nos rebentos que estiveram em meio DKW, com igual tempo 

de desinfeção e com a concentração de 1:3 de NaClO. Apesar disso, o parâmetro do 

comprimento do maior rebento apresentou melhores resultados para os rebentos em que 

estiveram em meio DKW x 10 minutos x 1:3 de NaClO, com média de 2,5 cm e 

comprimentos mais reduzidos para os rebentos que estiveram em meio MS x 10 minutos 

x 1:4 de NaClO, com média de 1,39 cm. 

Através do Anexo - Tabela 3, é possível verificar que a taxa de multiplicação e a 

qualidade dos rebentos nesta fase, apresentou valores mais elevados nos rebentos que 

estiveram em meio de cultura MS, quando comparados com o meio de cultura DKW, 

assim como a taxa de vitrificação, em que o meio DKW mostrou maior quantidade de 

rebentos vitrificados. No entanto, o único parâmetro em que o meio de cultura DKW 

apresentou resultados melhores foi no comprimento do maior rebento, que teve a 

capacidade de fazer os rebentos alongar mais. 

Assim, pode constatar-se que no presente estudo as melhores condições de 

desinfeção para a espécie C. lusitanica foram com o tempo de desinfeção de 10 minutos 

e com a concentração de 1:3 de NaClO, não apresentando infeções e uma percentagem 

de necrose reduzida. A qualidade dos rebentos e a taxa de multiplicação teve melhores 

resultados nos rebentos que estiveram em meio de cultura MS (Figura 23). Assim, no 

futuro poder-se-á testar um novo estabelecimento com o mesmo tempo de desinfeção e 

com a mesma concentração de NaClO, sendo que os rebentos ficarão em meio de cultura 

MS, uma vez que não foi uma condição testada. 

Segundo Borsoi (2009), o excesso de tempo em NaClO, ou a sua concentração 

excessiva, pode provocar intoxicação dos tecidos vegetais, podendo causar necrose ou 

retardar no desenvolvimento dos explantes. Isto pode ser o motivo pela qual as condições 

de estabelecimento superiores a 10 minutos, com a concentração de 1:4 de NaClO, terem 

apresentado maior percentagem de rebentos necrosados. A concentração de 1:3 de NaClO 

também poderá ter sido excessiva, tendo apresentado uma taxa de multiplicação mais 

reduzida nesses rebentos. 

 

3.2. Ensaios de multiplicação in vitro 
 

A recolha dos resultados dos ensaios de multiplicação in vitro realizou-se após 5 

semanas do início do ciclo de multiplicação.  Os parâmetros utilizados para quantificar 

os resultados foram o número de rebentos obtidos que cada explante gerou, o 

comprimento do maior e do menor rebento e, o número de novos explantes que os 

rebentos originaram.   
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3.2.1. Multiplicação em meio semissólido 

Como mencionado anteriormente, os ensaios de multiplicação em meio semissólido 

pretenderam testar o efeito de diferentes concentrações de sacarose e testar diferentes 

tipos e concentrações de reguladores de crescimento. 

No que diz respeito ao ensaio da concentração de sacarose (Figura 24), os rebentos 

foram analisados conforme os parâmetros de avaliação, em que se verificou que a taxa de 

multiplicação não segue uma distribuição normal (Anexo - Figura 6) e o comprimento 

médio dos rebentos maiores segue uma distribuição normal (Anexo - Figura 7). Para as 

variáveis de avaliação em que se verificou que não seguem uma distribuição normal, 

utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (Anexo - Figura 8 e Anexo - Figura 10) e, na 

variável que segue uma distribuição normal, utilizou-se o teste de Tukey (Anexo - Figura 

9). 

 

Os resultados da taxa de multiplicação, no ensaio de sacarose, apresentam-se na 

Figura 25. O Anexo - Tabela 4, mostra os resultados dos parâmetros de avaliação 

utilizados: taxa de multiplicação; qualidade dos rebentos qualificada de 1-2, em que 1 

representou os rebentos necrosados e vitrificados e 2 os rebentos em bom estado 

fisiológico; comprimento do maior rebento, medido em centímetros; e taxa de 

sobrevivência, em percentagem.  

 

Figura 25: Taxa de multiplicação com diferentes concentrações de sacarose de rebentos de C. lusitanica. 

Figura 24: Ensaio da concentração de sacarose. Da esquerda para a direita: 10 g/L, 20 g/L e 30 g/L. 
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Conforme se verifica nos resultados obtidos, a concentração de sacarose mais 

favorável para o alongamento dos rebentos e consequente taxa de multiplicação, foram 

as 20 g/L, sendo que apresentaram valores mais elevados e com maior nível de 

significância, em comparação com as restantes concentrações. Em média, os rebentos 

provenientes do meio de cultura com 20 g/L, multiplicaram para mais do que dois novos 

explantes, tendo valores de 2,6. As restantes duas concentrações, 10 g/L e 30 g/L não 

apresentaram diferenças significativas entre si, tendo valores de taxa de multiplicação 

muito próximos. 

A qualidade dos rebentos e a taxa de sobrevivência não apresentaram diferenças 

significativas entre as 3 concentrações e têm valores aproximados entre si, o que significa 

que em termos de surgimento de rebentos necrosados ou vitrificados houve uma 

uniformidade nos testes, o que pode expressar que as diferentes concentrações de sacarose 

influenciam de forma semelhante nestes aspetos. 

Relativamente aos ensaios de concentração de reguladores de crescimento, a Figura 

26 mostra os resultados obtidos nas diferentes concentrações testadas no ensaio. Para o 

tratamento estatístico dos dados, verificou-se a normalidade da taxa de multiplicação 

(Anexo - Figura 11) e do comprimento médio dos rebentos maiores (Anexo - Figura 

12), que comprovou que não seguem uma distribuição normal. Assim, os restantes dados 

foram analisados através do teste de Kruskal-Wallis (Anexo - Figura 13, Anexo - Figura 

14, Anexo - Figura 15 e Anexo - Figura 16).  

Figura 26: Rebentos obtidos no ensaio da concentração de reguladores de crescimento. Da esquerda para 

a direita: 0,5 mg/L, 1 mg/L e 2 mg/L. (A) Utilização do regulador de crescimento 2-iP. (B) Utilização do 

regulador de crescimento BAP.  (C) Utilização do regulador de crescimento KIN.  
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De seguida, apresenta-se a Figura 27, com os dados relativamente à taxa de 

multiplicação, no ensaio de reguladores de crescimento, com as respetivas concentrações. 

 

O Anexo - Tabela 5, mostra os resultados dos rebentos que tiveram como parâmetros 

de avaliação os mesmos utilizados nos testes de sacarose: taxa de multiplicação; 

qualidade dos rebentos qualificada de 1-2, em que 1 representou os rebentos necrosados 

e vitrificados e 2 os rebentos em bom estado fisiológico; comprimento do maior rebento, 

medido em centímetros; e a taxa de sobrevivência, em percentagem. 

Os dados mostram que a taxa de multiplicação foi superior nos rebentos que 

estiveram em meio de cultura com 2iP, sendo que a concentração de 1 mg/L e 2 mg/L 

não apresentaram diferenças significativas entre si, nem entre a concentração de 0,5 mg/L, 

que por sua vez também não apresentou diferenças significativas entre os restantes 

reguladores de crescimento e devidas concentrações, assim como com o controlo. Os 

restantes reguladores de crescimento e respetivas concentrações, não apresentaram 

diferenças significativas. Assim, é de referir que o regulador de crescimento 2iP com a 

concentração de 1 mg/L apresentou o valor mais elevado, sendo que cada rebento 

multiplica em média superior a 3 explantes novos, em que obteve o valor de 3,43. 

Quanto ao comprimento do maior rebento não se verificaram diferenças 

significativas para qualquer concentração de 2iP, nem para as concentrações de 0,5 mg/L  

e 2 mg/L de BAP, sendo que mais uma vez o melhor resultado foi obtido nos rebentos 

que estiveram em meio de cultura com 1 mg/L de 2iP, com um comprimento médio de 

3,58 cm. De acordo com os dados de 0,5 mg/L e 2 mg/L de KIN, estes não apresentaram 

diferenças significativas para os melhores resultados já mencionados, nem para os 

restantes resultados.  

Relativamente à qualidade dos rebentos e à taxa de sobrevivência não existiram 

diferenças significativas entre os reguladores de crescimento testados e as devidas 

concentrações, sendo que tiveram valores muito próximos em ambos os parâmetros de 

avaliação. Ainda assim, é de salientar que os rebentos que estiveram em meio de cultura 

Figura 27: Taxa de multiplicação dos rebentos, no ensaio de multiplicação, com diferentes concentrações 

de reguladores de crescimento, de rebentos de C. lusitanica. 
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com a 2iP, independentemente da concentração, obtiveram uma taxa de sobrevivência de 

100%. 

Sobre um estudo realizado por Capuana et al. (1991), em que testaram 4 substâncias 

diferentes (BAP, KIN, 2iP e ZEA), em C. sempervirens, verificaram que para essa 

espécie, o regulador de crescimento 2iP, na concentração mais elevada, foi a que 

apresentou melhores resultados comparativamente com as restantes. Seguiram-se os 

reguladores de crescimentos BAP e ZEA, sendo que os piores resultados foram nos 

rebentos que estiveram em KIN. Apesar de se tratarem de diferentes espécies de 

Cupressus, verificou-se uma semelhança com o presente estudo, uma vez que a ordem 

pela qual os resultados se apresentaram foi igual, com exceção da ZEA, que não foi 

utilizada neste trabalho. 

À semelhança do estudo feito por Gupta & Durzan (1985), com Pseudotsuga 

menziesii e Pinus lambertiana, em que testaram diferentes concentrações de BAP e KIN, 

em dois meios de cultura diferentes (MS e WPM), obtiveram melhores resultados nos 

rebentos que estiveram em BAP, do que em KIN. Neste caso, verificou-se algo 

semelhante, quando se compara o comprimento do rebento maior em ambos reguladores 

de crescimento, sendo que os rebentos que estiveram em KIN apresentaram rebentos mais 

pequenos, fazendo assim com que a taxa de multiplicação também fosse mais reduzida. 

 

3.2.2. Multiplicação em biorreatores de imersão temporária 

 

Devido a falhas técnicas no sistema informático de controlo do programa de imersão 

dos biorreatores de imersão temporária, não foi possível obter dados fidedignos. 

 

3.3. Ensaios de enraizamento e aclimatização 

 

Alguns rebentos provenientes da população stock, foram utilizados para o ensaio do 

enraizamento in vitro. Como já mencionado no capítulo anterior, foram colocados 

explantes em meio de cultura DKW e foram testadas 3 concentrações diferentes de AIB. 

Segue-se a Figura 28, que mostra a presença de uma raiz num rebento, no ensaio de 

enraizamento in vitro. 

Figura 28: Rebento com uma raiz, na concentração de 3 mg/L de AIB. 
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A Figura 29, mostra a percentagem de rebentos enraizados in vitro, para as diferentes 

concentrações de AIB. 

 

 Os resultados obtidos relativamente à taxa de enraizamento e à presença de callus, 

são os que se apresentam no Anexo - Tabela 6. 

Os resultados mostram que os rebentos não apresentaram capacidade rizogénica in 

vitro, nas condições em que se estabeleceram os ensaios. Os rebentos sujeitos a uma 

concentração de 1 mg/L de AIB não apresentaram raízes. Dos rebentos que estiveram em 

meio de cultura com 3 mg/L de concentração de AIB, apenas cerca de 8,6% apresentaram 

raízes e dos que estiveram em meio com 5 mg/L de AIB, a capacidade rizogénica nos 

rebentos estabelecidos no ensaio, foi inferior a 3%. Assim, conclui-se que a metodologia 

utilizada neste ensaio não foi apropriada, pois a taxa de enraizamento em todas as 

concentrações não apresentou percentagens consideráveis, sendo que foram todas 

inferiores a 10%. Não se deve também deixar de referir a possibilidade desta espécie ser 

recalcitrante aos tratamentos indutores nas condições testadas.  

Segundo os autores Khamushi et al. (2019), num estudo que realizou com rebentos 

de Cupressus sempervirens, em que se avaliou a capacidade rizogénica, recorrendo à 

utilização do regulador de crescimento AIB, mostrou que os rebentos não tiveram 

capacidade de criar raízes in vitro. O mesmo se verificou no presente estudo, realizado 

com os rebentos de C. lusitanica. No entanto, no estudo realizado por esses autores, 10% 

dos rebentos de C. sempervirens apresentaram raízes, quando se utilizou como meio de 

cultura Woody Plant Medium (WPM) (McCown & Lloyd, 1981), com KIN e AIB, no 

final de 3 meses de cultura. 

A presença de callus em 100% dos rebentos, em todas as concentrações de AIB, pode 

ser justificada pela utilização da auxina, que é um regulador de crescimento que pode 

promover a indução de callus. Segundo Canhoto (2010), as hormonas e reguladores de 

crescimento que normalmente se utilizam para fazer enraizamento in vitro são ANA e 

AIB, no entanto, quando as plantas estão expostas a concentrações muito elevadas destas 

auxinas ou durante muito tempo, existe a formação de callus e posteriormente podem 

aparecer raízes, porém, estas raízes muitas vezes apresentam deficiências fisiológicas, em 
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Figura 29: Percentagem de enraizamento in vitro de rebentos de C. lusitanica. 



33 

 

particular ao nível da conexão vascular com os tecidos condutores do caule, 

inviabilizando, muitas vezes, a sobrevivência das microplantas durante a fase de 

aclimatização. 

No caso em estudo, a baixa percentagem de raízes, em que houve presença de callus 

em 100% das plântulas, significa que o enraizamento in vitro fica impossibilitado de se 

realizar com a utilização deste regulador de crescimento. Contudo, num estudo futuro, 

poder-se-á estudar a utilização de ANA. 

No caso de plantas herbáceas, a presente metodologia, em que se passou do meio de 

cultura de multiplicação para um meio com adição de reguladores de crescimento de 

enraizamento, poderia ter resultado (Canhoto, 2010). Neste caso, tratando-se de uma 

planta lenhosa, os resultados mostraram que a metodologia foi inviável. Possivelmente, 

teria sido necessário fazer um ciclo de repicagem em meio DKW, sem adição de 

reguladores de crescimento, antes de se estabelecer o ensaio de enraizamento. Por outro 

lado, também se poderia adicionar carvão ativado com o intuito de promover a adsorção 

do regulador de crescimento utilizado anteriormente (Costa et al., 2006). Além disso, o 

carvão ativado em algumas espécies ajuda na capacidade rizogénica, auxiliando no 

aparecimento de raízes, como por exemplo no estudo realizado por Rathore et al. (2004), 

com plantas lenhosas. 

Em relação ao ensaio de enraizamento ex vitro, tiraram-se os dados após 4 semanas 

de se terem submetido as plântulas a dois tipos de substratos diferentes, – jiffys (Figura 

30) e turfa com perlite – com o gel de enraizamento Clonex e, efetuou-se também, a 

testagem da presença de agulhas ou a ausência das mesmas.  

 

Figura 30: Presença de raízes nas plântulas testadas com jiffys. (A) Plântula em que se removeram as 

agulhas da base. (B) Plântula em que não se removeram agulhas da base. 
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Fez-se a análise estatística deste tratamento de enraizamento, verificando e 

confirmando que o comprimento médio da raiz maior segue uma distribuição normal e, 

de seguida utilizou-se o teste de Tukey (Anexo - Figura 19). Os restantes parâmetros de 

avaliação, por serem não paramétricos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (Anexo - 

Figura 18 e Anexo - Figura 20).   

Os resultados obtidos quanto à taxa de enraizamento, realizado ex vitro, apresentam-

se na Figura 31. 

 

Os resultados dos parâmetros da taxa de enraizamento, comprimento da raiz maior 

para cada plântula enraizada e a qualidade da plântula classificada de 1-3, em que 1 a 

plântula estava necrosada, 2 a plântula estava viva, mas não enraizada e 3 a plântula viva 

com raízes, estão representados no Anexo - Tabela 7.   

A primeira análise a fazer é o efeito positivo da utilização desta substância comercial 

para induzir raízes nas microplantas de C. lusitanica, contrariamente ao que sucedeu com 

a utilização de auxinas puras em condições in vitro. 

De acordo com os resultados obtidos, verificaram-se diferenças significativas na taxa 

de enraizamento, sendo que o melhor resultado foram nas plântulas em que se removeram 

as agulhas e que permaneceram em jiffys, apresentando uma percentagem de cerca de 

73% de plântulas enraizadas. Seguiram-se as plântulas em que também se retiraram as 

agulhas da base e que foram colocadas na mistura de substrato de turfa com perlite, em 

que 50% das plântulas apresentaram raízes. No entanto, estas não apresentaram 

diferenças significativas entre o melhor resultado mencionado anteriormente, nem no pior 

resultado, as plântulas com agulhas na base colocadas em jiffys. Por último, as plântulas 

que apresentaram uma taxa de enraizamento mais reduzida, com 30%, foram as que não 

se retiraram as agulhas da base e que estiveram em jiffys. Estes resultados mostram que 

a remoção das agulhas na base das plântulas, apresentam uma maior superfície de 

contacto com o gel de enraizamento e que, possivelmente, aumenta o estímulo para o 

desenvolvimento de raízes. 

Relativamente ao comprimento da raiz maior, não houve diferenças significativas 

entre as condições de enraizamento testadas. No entanto, pode-se verificar que as raízes 
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Figura 31: Percentagem de enraizamento ex vitro de rebentos de C. lusitanica. 
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das plântulas sem agulhas que permaneceram em turfa com perlite foram as que 

apresentaram um comprimento ligeiramente maior, em comparação com as restantes, 

tendo em média 0,85 cm. 

Quanto à qualidade da plântula, também não existiram diferenças significativas entre 

as condições de enraizamento testadas, o que significa que nesse sentido o número de 

plântulas necrosadas foi semelhante. 

Da bibliografia consultada não foram encontrados resultados de experimentações de 

enraizamento ex vitro de rebentos, pelo que os resultados obtidos se podem considerar 

como pioneiros e, não tendo, assim, referências comparativas. De referir, contudo, de 

acordo com um estudo realizado por Pericleous & Eliades (2020), em que utilizaram 

estacas de C. sempervirens, para fazer macropropagação, através da técnica de estacaria, 

em que utilizaram como regulador de crescimento de enraizamento o AIB e como 

substrato mistura de turfa com perlite, verificaram que a qualidade das raízes era 

favorecida pelo uso desse substrato, uma vez que garantia uma boa porosidade e, 

consequentemente, um bom arejamento, fazendo com que houvesse maior 

disponibilidade de oxigénio, promovendo o desenvolvimento de raízes. Isto pode 

justificar no presente estudo, o facto das raízes que estiveram em turfa com perlite 

apresentarem raízes maiores, quando comparadas com a utilização de jiffys, apesar da 

percentagem de enraizamento ter sido mais reduzida. 

Relativamente aos substratos utilizados nos ensaios de enraizamento ex vitro, em 

estudos futuros poder-se-á optar pela testagem de outros diferentes, tais como: 

vermiculite; vermiculite com perlite; diferentes granulometrias de perlite, com o objetivo 

de verificar se esses substratos favoreciam de alguma forma na indução das raízes, bem 

como a sua qualidade (Fernandes, et al., 2021). 
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4. Conclusão 

 

O presente estudo pretendeu averiguar de que forma a espécie C. lusitanica se adapta 

às várias etapas da micropropagação, nomeadamente a procedimentos para o 

estabelecimento, multiplicação, enraizamento e aclimatização. 

Na fase de estabelecimento, em se que utilizaram dois meios de cultura diferentes, 

tempos de desinfeção diferentes e concentrações de NaClO diferentes, verificou-se que 

os explantes que estiveram em menor tempo de desinfeção (10 minutos) e com a 

concentração de NaClO mais elevada (1:3), foram os que não apresentaram infeções, 

assim como uma percentagem menor de necroses e mostrou-se mais eficiente no 

parâmetro do comprimento dos maiores rebentos, tendo estado em meio de cultura DKW. 

Por outro lado, a taxa de multiplicação mostrou-se mais elevada nos explantes que 

estiveram em 10 minutos de desinfeção, com a concentração de 1:4 de NaClO, em meio 

de cultura MS. 

Realizaram-se dois ensaios na fase de multiplicação, o ensaio de concentração de 

sacarose e o ensaio de diferentes concentrações de 3 citocininas. No ensaio de 

multiplicação em meio semissólido, em que se testaram diferentes concentrações de 

sacarose, pode concluir-se que a espécie em estudo, adapta-se melhor à concentração de 

20 g/L, quando comparada com as concentrações de 10 g/L e 30 g/L, uma vez que teve a 

capacidade de gerar maior número de rebentos, assim como um comprimento maior. No 

ensaio de multiplicação em meio semissólido, mas no teste de concentração de 

reguladores de crescimento verificou-se que a C. lusitanica propaga-se melhor in vitro, 

quando utilizado o regulador de crescimento 2iP, com a concentração de 1mg/L, pois 

obteve os melhores resultados tanto na taxa de multiplicação, como no comprimento do 

maior rebento. 

Para a fase de enraizamento, foram realizados dois ensaios, um in vitro e o outro ex 

vitro. No ensaio de enraizamento in vitro, os resultados obtidos não foram suscetíveis de 

permitir definir uma metodologia eficiente para a rizogénese destes rebentos. Um dos 

motivos poderá ter sido a habituação dos rebentos às citocininas da fase de multiplicação 

que inibem a ação indutora rizogénica da auxina. Deste modo, no futuro poderá testar-se 

um ciclo de repicagem para o meio de cultura sem adição de reguladores de crescimento, 

em que até pode ser utilizado carvão ativado, de forma a adsorver os reguladores de 

crescimento anteriores, auxiliando o enraizamento in vitro. Também se podem fazer 

ensaios com diferentes concentrações de ANA e verificar a capacidade de indução de 

raízes com essa substância. Quanto ao ensaio de enraizamento ex vitro, com a utilização 

da substância comercial Clonex, verificou-se que as plântulas de C. lusitanica têm maior 

capacidade rizogénica quando se removem as agulhas da base e se colocam em jiffys. Em 

estudos futuros, poder-se-á testar outras alternativas de substrato. 
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Anexo - Tabela 1: Dados obtidos referentes ao estabelecimento de C. lusitanica. 

Tempo de 

desinfeção 

Concentração 

de NaClO* 

Meio de 

cultura 

N 
Infeção (%) 

Necrose 

(%) 

Sobrevivência 

(%) 

10 min 
1:4 

MS 72 13,9% 61,1% 25% 

1:3 DKW 80 0% 10% 90% 

15 min 1:4 MS 72 2,8% 33,3% 63,9% 

30 min 1:4 DKW 70 5,7% 35,7% 58,6% 

Nota: N refere-se ao número de explantes; concentração de NaClO v:v (NaClO : água) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo - Figura 1: Representação gráfica que comprova que a taxa de multiplicação na fase do 

estabelecimento não segue uma distribuição normal. 
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Anexo - Figura 2: Representação gráfica que comprova que o comprimento médio dos maiores rebentos, 

na fase do estabelecimento não segue uma distribuição normal. 

Anexo - Figura 3: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

da taxa de multiplicação, na fase do estabelecimento. 
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Anexo - Figura 4: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

da qualidade dos rebentos, na fase do estabelecimento. 

Anexo - Figura 5: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

do comprimento médio dos rebentos maiores, na fase do estabelecimento. 
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Anexo - Tabela 2: Resultados obtidos através dos dados retirados da fase do estabelecimento, em função da interação do meio de cultura, com o tempo de desinfeção, com a 

concentração do NaClO. 

 

Interação entre o Meio 

de cultura x Tempo x 

Concentração 

Taxa de Multiplicação 

do Estabelecimento 

Qualidade dos 

Rebentos (1-2) 

Comprimento 

do Maior 

Rebento (cm) 

Tx Mult. Estab.vs 

Qualidade do 

Rebento 

N Média  ± SE   N Média  ± SE   Média  ± SE   N Média  ± SE 

DKW x 10 x 1:3 72 1,42 ± 0,09 b 72 1,65 ± 0,06 a 2,50 ± 0,10 a 47 1,62 ± 0,12 

DKW x 30 x 1:4 39 1,54 ± 0,14 ab 41 1,88 ± 0,05 a 1,84 ± 0,08 b 36 1,67 ± 0,13 

MS x 10 x 1:4 18 2,78 ± 0,43 a 18 1,78 ± 0,10 a 1,39 ± 0,15 b 14 2,36 ± 0,41 

MS x 15 x 1:4 41 2,02 ± 0,23 ab 46 1,78 ± 0,06 a 2,30 ± 0,12 a 35 2,17 ± 0,25 
Nota: Os valores representam a média ± erro-padrão; foi realizada uma análise qualitativa para o parâmetro da Qualidade dos Rebentos; letras diferentes mostram diferenças significativas para o teste não-paramétrico de 

Kruskal-Wallis. 

 

 

Anexo - Tabela 3: Resultados obtidos através dos dados retirados da fase do estabelecimento, em função do meio de cultura. 

Meio de 

cultura 

Taxa de 

Multiplicação do 

Estabelecimento 

Qualidade dos 

Rebentos 

(1-2) 

Comprimento 

do Maior 

Rebento (cm) 

Tx Mult. Estab. vs 

Qualidade do 

Rebento 
Taxa de 

vitrificação 

N Média  ± SE N Média  ± SE Média  ± SE N Média  ± SE 

DKW 111 1,46 ± 0,08 113 1,73 ± 0,04 2,28 ± 0,08 83 1,64 ± 0,09 25,23 

MS 59 2,25 ± 0,21 64 1,78 ± 0,05 2,03 ± 0,11 49 2,22 ± 0,21 16,95 
Nota: Os valores representam a média ± erro-padrão; foi realizada uma análise qualitativa para o parâmetro da Qualidade dos Rebentos. 
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Anexo - Figura 6: Representação gráfica que comprova que a taxa de multiplicação na fase da 

multiplicação, no ensaio da sacarose, não segue uma distribuição normal. 

Anexo - Figura 7: Representação gráfica que comprova que o comprimento médio dos rebentos maiores, 

na fase da multiplicação, no ensaio da sacarose, segue uma distribuição normal. 
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Anexo - Tabela 4: Efeito das diferentes concentrações de sacarose na fase de multiplicação in vitro de C. 

lusitanica. 

Nota: Os valores representam a média ± erro-padrão; foi realizada uma análise qualitativa para o parâmetro da Qualidade dos Rebentos 

(1-2); no parâmetro do Comprimento do Maior Rebento, letras diferentes mostram diferenças significativas para o teste paramétrico 

ANOVA; nos restantes parâmetros, letras diferentes mostram diferenças significativas para o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis. 

Concentração 

de sacarose 

(g/L) 

Taxa de 

Multiplicação 

Qualidade dos 

Rebentos (1-2) 

Comprimento do 

Maior Rebento 

(cm) 

Taxa de Sobrevivência 

(%)  

N Média  ± SE   N Média  ± SE   Média  ± SE   N Média  ± SE   

10 32 1,69 ± 0,17 b 32 2,00 ± 0,00 a 2,97 ± 0,15 b 32 100,00 ± 0,00 a 

20 35 2,60 ± 0,18 a 35 1,97 ± 0,03 a 4,38 ± 0,20 a 35 97,14 ± 0,03 a 

30 30 1,63 ± 0,10 b 35 1,86 ± 0,06 a 3,38 ± 0,16 b 35 85,71 ± 0,06 a 

Anexo - Figura 8: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

da qualidade dos rebentos, na fase da multiplicação, no ensaio da sacarose. 

Anexo - Figura 10: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

da taxa de mortalidade, na fase da multiplicação, no ensaio da sacarose. 

Anexo - Figura 9: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

do comprimento médio dos rebentos maiores, na fase da multiplicação, no ensaio da sacarose. (Nota: na 

coluna “Cell No”, 1 refere-se a 10 g/L, 2 a 20 g/L e 3 a 30 g/L). 
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Anexo - Figura 11: Representação gráfica que comprova que a taxa de multiplicação na fase da 

multiplicação, no ensaio de reguladores de crescimento, não segue uma distribuição normal. 

Anexo - Figura 12: Representação gráfica que comprova que o comprimento médio dos rebentos maiores, 

na fase da multiplicação, no ensaio de reguladores de crescimento, não segue uma distribuição normal. 
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Anexo - Figura 13: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

da taxa de multiplicação, na fase da multiplicação, no ensaio de reguladores de crescimento. 

Anexo - Figura 14: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

da qualidade dos rebentos, na fase da multiplicação, no ensaio de reguladores de crescimento. 

Anexo - Figura 15: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

do comprimento médio dos rebentos maiores, na fase da multiplicação, no ensaio de reguladores de 

crescimento. 

Anexo - Figura 16: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

da taxa de sobrevivência, na fase da multiplicação, no ensaio de reguladores de crescimento. 
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Anexo - Tabela 5: Efeito das diferentes citocininas e concentrações, na multiplicação in vitro de C. 

lusitanica. 

RC (Tipo x 

Conc. (mg/l) Taxa de Multiplicação 

Qualidade dos 

Rebentos (1-2) 

Comprimento do 

Maior Rebento 

(cm) 

Taxa de Sobrevivência 

(%)  

N Média  ± SE   N Média  ± SE   Média  ± SE   N Média  ± SE   

2iP x 0,5 35 2,37 ± 0,21 ab 35 2,00 ± 0,00 a 2,87 ± 0,14 a 35 100,00 ± 0,00 a 

2iP x 1 35 3,43 ± 0,32 a 35 2,00 ± 0,00 a 3,58 ± 0,20 a 35 100,00 ± 0,00 a 

2iP x 2 35 3,23 ± 0,24 a 35 2,00 ± 0,00 a 3,31 ± 0,17 a 35 100,00 ± 0,00 a 

BAP x 0,5 29 1,79 ± 0,23 b 35 1,83 ± 0,06 a 2,85 ± 0,25 a 35 82,86 ± 0,06 a 

BAP x 1 34 1,44 ± 0,18 b 35 1,97 ± 0,03 a 2,48 ± 0,16 b 35 97,14 ± 0,03 a 

BAP x 2 33 1,91 ± 0,26 b 35 1,94 ± 0,04 a 2,86 ± 0,18 a 35 94,29 ± 0,04 a 

KIN x 0,5 33 1,61 ± 0,13 b 35 1,94 ± 0,04 a 2,79 ± 0,13 ab 35 94,29 ± 0,04 a 

KIN x 1 30 1,50 ± 0,14 b 35 1,86 ± 0,06 a 2,53 ± 0,14 b 35 85,71 ± 0,06 a 

KIN x 2 34 1,71 ± 0,17 b 35 1,97 ± 0,03 a 2,78 ± 0,12 ab 35 97,14 ± 0,03 a 

Controlo 31 2,03 ± 0,33 b 35 1,89 ± 0,05 a 2,35 ± 0,12 b 35 88,57 ± 0,05 a 
Nota: Os valores representam a média ± erro-padrão; foi realizada uma análise qualitativa para o parâmetro da Qualidade dos Rebentos 

(1-2); letras diferentes mostram diferenças significativas para o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis. 

 

 

 

Anexo - Tabela 6: Efeito das diferentes concentrações de AIB no enraizamento in vitro de rebentos de C. 

lusitanica. 

AIB 

(mg/L) 

Taxa Enraiz. In vitro Presença callus (%) 

N Média  ± SE   N Média  ± SE   

1 35 0,00 ± 0,00 a 31 100,0 ± 0,00 a 

3 35 8,57 ± 0,05 a 30 100,0 ± 0,00 a 

5 35 2,86 ± 0,03 a 29 100,0 ± 0,00 a 
Nota: Os valores representam a média ± erro-padrão; letras iguais mostram a ausência de diferenças significativas. 
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Anexo - Figura 18: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

da taxa do enraizamento ex vitro. 

Anexo - Figura 19: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

do comprimento da raiz maior, para o enraizamento ex vitro. 

Anexo - Figura 17: Representação gráfica que comprova que o comprimento médio da raiz maior, na fase 

do enraizamento, segue uma distribuição normal. 
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Anexo - Tabela 7: Efeito da presença/ausência de agulhas basais e do tipo de substrato, na fase do 

enraizamento ex vitro, em rebentos de C. lusitanica. 

Condições de 

enraizamento 

Taxa de enraizamento 

ex vitro (%) 

Comprimento da 

raiz maior 

(cm) 

Qualidade da 

plântula 

(1-3) 

N Média  ± SE   N Média  ± SE   N Média  ± SE   

com agulhas x jiffy 30 30,00 ± 0,09 b 9 0,63 ± 0,19 a 30 2,10 ± 0,13 a 

sem agulhas x jiffy 30 73,33 ± 0,08 a 22 0,80 ± 0,06 a 30 2,50 ± 0,16 a 

sem agulhas x turf.perl. 30 50,00 ± 0,09 ab 15 0,85 ± 0,12 a 30 2,33 ± 0,14 a 
Nota: Os valores representam a média ± erro-padrão; foi realizada uma análise qualitativa para o parâmetro da qualidade das plântulas 

(1-3); no parâmetro do comprimento da raiz maior, letras iguais mostram a ausência de diferenças significativas para o teste 

paramétrico ANOVA; nos restantes parâmetros, letras diferentes mostram diferenças significativas para o teste não-paramétrico 

Kruskal-Wallis. 

 

Anexo - Figura 20: Output do software Statistica versão 12, relativo ao tratamento estatístico para os dados 

da qualidade das plântulas, para o enraizamento ex vitro. 


