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RESUMO 

NERY, Lays Araújo, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 2017. 
Anatomia e ultraestrutura de sítios de síntese de óleo essencial e cultivo de 
vitroplantas de Polygala paniculata L. Orientadora: Marília Contin Ventrella. 
 
Polygala paniculata é uma espécie medicinal, cujo extrato das raízes é utilizado no 

tratamento de luxações, traumas e acidentes ofídicos, propriedades terapêuticas 

corroboradas pela ciência. A característica medicinal das plantas geralmente está 

relacionada à presença de estruturas secretoras especializadas na síntese, acúmulo e 

secreção de compostos com atividade terapêutica. Há relatos de tricomas, cavidades 

e células secretores de óleos essenciais em P. paniculata. No entanto, pouco se sabe 

sobre o desenvolvimento, composição química e processo secretor dessas estruturas. 

Espécies com valor medicinal tem sido alvo de diferentes técnicas biotecnológicas 

como o cultivo in vitro, com vistas à maximização da produção de compostos 

bioativos. As espécies respondem de formas distintas à manipulação das condições in 

vitro, tais como qualidade de luz, agentes geleificantes e concentração de sacarose, o 

que pode resultar em alterações na qualidade das plantas e, consequentemente, da 

secreção produzida. Desse modo, o presente estudo teve como objetivo (1) identificar 

e analisar o desenvolvimento e sítios secretores de óleos essenciais; (2) investigar os 

aspectos subcelulares e mecanismos de síntese, acúmulo e liberação da secreção; (3) 

Comparar os aspectos ultraestruturais entre os sítios secretores identificados; (4) 

avaliar os efeitos da manipulação de condições in vitro (qualidade da luz, agentes 

geleificantes e concentração de sacarose) sobre a anatomia foliar de P. paniculata. 

Polygala paniculata apresenta três sítios secretores de óleos essenciais: tricomas nas 

folhas e caules, cavidades nas folhas e células corticais nas raízes. O 

desenvolvimento de tricomas e cavidades envolve o processo de morte celular 

programada. Tricomas, cavidades e células corticais de raiz têm a secreção composta 

por óleos essenciais. As características subcelulares das estruturas secretoras 

estudadas são semelhantes e estão relacionadas com a natureza química da secreção. 

No cultivo in vitro, os fatores avaliados alteraram a morfoanatomia foliar de P. 

paniculata. Os tratamentos com lâmpadas fluorescentes induziram o 

desenvolvimento de plântulas e a diferenciação anatômica semelhante àquela 

observada em plantas ex situ. Tratamentos com concentração de sacarose de 30 g L-1 

em ágar em 15 g L-1 em Phytagel induziram o aumento da espessura foliar através da 

aumento do volume celular das células epidérmicas, do parênquima lacunoso e da 
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redução dos espaços intercelulares. O presente estudo elucidou o mecanismo 

estrutural e a secreção de óleos essenciais em P. paniculata. O efeito das condições 

in vitro no crescimento e anatomia foliar das espécies pode apreciar e subsistir para 

melhorar os protocolos de cultivo in vitro das espécies.  
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ABSTRACT 

NERY, Lays Araújo, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 2017. 
Anatomy and ultrastructure of essential oil synthesis sites and cultivation of 
vitroplants of Polygala paniculata L. Advisor: Marília Contin Ventrella. 
 
Polygala paniculata is a medicinal species, whose root extract is used in the 

treatment of dislocations, trauma and ophidian accidents, therapeutic properties 

corroborated by science. The medicinal characteristic of plants is usually related to 

the presence of secretory structures specialized in the synthesis, accumulation and 

secretion of compounds with therapeutic activity. There are reports of trichomes, 

cavities and secretory cells of essential oils in P. paniculata. However, little is 

known about the development, chemical composition and secretory process of these 

structures. Species with medicinal value have been the target of different 

biotechnological techniques such as in vitro cultivation, with a view to maximizing 

the production of bioactive compounds. Species respond in different ways to the 

manipulation of in vitro conditions, such as light quality, gelling agents and sucrose 

concentration, which can result in changes in the quality of the plants and, 

consequently, the secretion produced. Thus, the present study aimed to (1) identify 

and analyze the development and secretory sites of essential oils; (2) to investigate 

the subcellular aspects and mechanisms of synthesis, accumulation and release of 

secretion; (3) Compare the ultrastructural aspects between the identified secretory 

sites and (4) to evaluate the effects of manipulation of in vitro conditions (light 

quality, gelling agents and sucrose concentration) on the leaf anatomy of P. 

paniculata. Polygala paniculata presents three secretory sites of essential oils: 

trichomes in leaves and stems, cavities in leaves and cortical cells in roots. The 

development of trichomes and cavities involves the process of programmed cell 

death. Trichomes, cavities and cortical root cells have the secretion composed of 

essential oils. The subcellular characteristics of the secretory structures studied are 

similar and are related to the chemical nature of the secretion. In the in vitro culture, 

the factors evaluated altered the leaf morphoanatomy of P. paniculata. Fluorescent 

lamp treatments induced the development of seedlings and the anatomical 

differentiation similar to that observed in ex situ plants. Treatments with sucrose 

concentration of 30 g L-1 in agar in 15 gL-1 in Phytagel induced increase in leaf 

thickness by increasing the cell volume of epidermal cells, lacunar parenchyma and 

reduction of intercellular spaces. The present study elucidated the structural and 
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mechanism of the secretion of essential oils in P. paniculata. The effect of the in 

vitro conditions on the growth and foliar anatomy of the species can appreciate and 

subsist to improve in protocols of in vitro cultivation of the species.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

A família Polygalaceae é popularmente reconhecida por apresentar espécies 

relacionadas a diferentes funções medicinais, tais como expectorante, sedativa e 

analgésica (Lorenzi & Mattos, 2002; Lapa et al. 2009). Dentro deste contexto, 

destaca-se Polygala paniculata, espécie nativa, herbácea, conhecida popularmente 

como ―vicky‖, ―vassourinha branca‖, ―barba-de-São-Pedro‖, ―erva-iodex‖ e 

―gelolzinho‖ em função do aroma canforado facilmente percebido em suas raízes 

(Marques, 1988; Lorenzi & Mattos, 2002).  

Relatos populares indicam que o uso tópico de extratos alcoólicos das raízes 

de P. paniculata é eficaz no tratamento de luxações, traumas e acidentes ofídicos 

(Lorenzi & Mattos, 2002). Estudos científicos com extratos da planta têm atestado 

atividades terapêuticas de P. paniculata citadas na medicina popular e indicado 

outras, tais como propriedades tripanocidas (Pizzolatti et al. 2002), antiinflamatórias 

e antiedematogênicas (Nogueira et al. 2005), analgésicas e antinociceptivas (Lapa et 

al. 2009). As funções medicinais atribuídas ao uso das raízes dessa espécie são 

associadas ao metil salicilato (MeSa), componente majoritário (89%) do óleo 

essencial, e que é reconhecido por apresentar propriedades antiinflamatórias, 

analgésicas, expectorantes e antirreumáticas (Effmert et al. 2005). Embora, análises 

químicas indiquem a presença de óleos essenciais em folhas de P. paniculata, as 

proporções de MeSa são significativamente menores (50%) e o aroma canforado 

destes órgãos é pouco acentuado (Pizzolatti et al. 2011; Victório et al. 2011, Rocha 

et al. 2012).  

Estudos pioneiros com Polygalaceae consideravam estruturas secretoras 

pouco comuns na família (Solereder, 1908). Entretanto, estudos posteriores relataram 

a ocorrência de ductos de óleo (Holm, 1929), cavidades secretoras (Sabnis, 1977; 

Metcalfe & Chalk, 1989), ductos de mucilagem (Aguiar-Dias & Cardoso-Gustavson, 

2011) e nectários (Aguiar-Dias et al. 2011) em folhas e caules de espécies do gênero 

Polygala. Para Polygala paniculata a presença de lipídeos foi descrita em células 

corticais das raízes e tricomas e cavidades nas folhas (Falcão et al. 1973). No 

entanto, o desenvolvimento dessas estruturas secretoras, a composição química e a 

dinâmica da secreção nos diferentes órgãos são incompletos, fragmentados e pouco 

compreendidos. 
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A exploração de P. paniculata, assim como de outras espécies medicinais, é 

feita a partir do extrativismo em populações naturais, cuja propagação ocorre pela 

dispersão e germinação de sementes (Lorenzi & Mattos, 2002). A variabilidade 

genética obtida a partir da reprodução sexuada resulta em indivíduos com diferentes 

características de crescimento, rendimento e composição dos óleos essenciais 

(Zuzarte et al. 2010). Com o intento de padronizar e aumentar a produtividade de 

compostos bioativos, protocolos efetivos para propagação sexuada e assexuada de 

plantas, sob condições ambientais controladas, devem ser desenvolvidos, 

principalmente por vias biotecnológicas como a cultura de tecidos ou propagação in 

vitro (Panizza & Tognoni, 1988; Zuzarte et al. 2010).  

A propagação in vitro, método de propagação clonal, é uma técnica 

alternativa à produção de plantas economicamente importantes, com vistas à 

obtenção de material vegetal de qualidade e à conservação genética das populações 

naturais (Rao & Ravishankar, 2002). O cultivo in vitro baseia-se no controle de 

diferentes fatores ambientais como a determinação do meio de cultura (Saldanha et 

al. 2014) e a qualidade da luz (Batista et al. 2016). A determinação das condições 

ambientais pode ocasionar diferentes condições de estresse e interferir no 

desenvolvimento morfoanatômico das plantas (Schuerger et al. 1997), assim como 

nos aspectos fisiológicos das plantas, como as taxas de fotossíntese e crescimento das 

plantas (Saldanha et al. 2014; Batista et al. 2016), o que pode interferir na síntese de 

compostos do metabolismo secundário (Ahmad  et al. 2015). 

Em sistemas de cultivo fotomixotróficos, tradicionalmente utilizados no 

cultivo in vitro, o sistema de lâmpadas fluorescentes é comumente utilizado, no 

entanto, o espectro de luz dessas lâmpadas pode ser insuficiente para o 

desenvolvimento das plantas (Gupta e Jatohu, 2003). A sacarose é fornecida como 

fonte de carboidrato para sustentar o crescimento e desenvolvimento das plantas, 

uma vez que a concentração de CO2 dentro dos frascos de cultura é reduzida, 

limitando a capacidade fotossintética das plantas (Kozai, 2010; Xiao et al. 2011). O 

fornecimento de açúcar em sistemas fotomixotróficos é fundamental para a 

morfogênese das plantas, sendo que quantidade requerida durante o desenvolvimento 

in vitro pode variar entre as espécies. A disponibilidade dos açúcares apresentar forte 

correlação com o meio de cultura utilizado, uma vez que a translocação dos 

nutrientes pode ser alterada de acordo com o meio de cultura utilizado afetando, 

assim, o desenvolvimento das plantas. 
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Estudos voltados à compreensão do efeitos da condições in vitro sobre as 

características morfoanatômicas e ultraestruturais em espécies medicinais ou de valor 

comercial ainda são incipientes, mas de modo geral, indicam alterações significativas 

na área foliar (Cha-Um et al. 2011); na espessura do mesofilo e na área dos espaços 

intercelulares (Ferris et al. 1996); alteração no volume e formato das células do 

mesofilo (Iarema et al. 2012); modificação no arranjo dos tilacoides e grana dos 

cloroplastos (Saldanha et al. 2014).  

Dessa maneira, o presente estudo teve como objetivo (1) identificar e analisar 

o desenvolvimento de sítios secretores de óleos essenciais (2) investigar os aspectos 

subcelulares e mecanismos de síntese, acúmulo e liberação da secreção; (3) 

Comparar os aspectos ultraestruturais entre os sítios secretores identificados (4) 

avaliar os efeitos da manipulação de condições in vitro (qualidade da luz, agentes 

geleificantes e concentração de sacarose) sobre a anatomia foliar de P. paniculata. 

 O presente trabalho foi constituído por dois capítulos. O primeiro capítulo, 

intitulado como ―Duck head-like trichome and other essential oil synthesis sites‖, foi 

redigido de acordo com as normas da revista Plant Biology. O segundo capítulo, por 

sua vez, intitulado ―Efeito da qualidade da luz, agentes geleificantes e sacarose no 

crescimento in vitro e morfoanatomia foliar de Polygala paniculata‖, foi redigido de 

acordo com as normas da revista In vitro Cellular & Developmental Biology Plant. 
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CAPÍTULO I 

DUCK HEAD-LIKE TRICHOME AND OTHER  SECRETORY SITES OF 

ESSENTIAL OILS IN Polygala paniculata L. 

ABSTRACT: Polygala paniculata L. (Polygalaceae) has minty smell roots used in 

folk medicine. Although the presence of essential oils has been reported for this 

species, the sites of synthesis these compounds are poorly understood, as well as the 

synthesis mechanism and releasing of the secretion produced. This study aimed (1) to 

identify secretory sites of essential oils in vegetative organs (2) to analyze the 

development and ultrastructural aspects of secretory sites during the process of 

synthesis, accumulation and release of secretion; and (3) to compare the subcellular 

structure of the sites that accumulate essential oil to determine the dynamics of 

synthesis and the accumulation in the vegetative organs of the plant. Samples of the 

shoot apical meristem, leaves at different developmental stages and primary and 

secondary roots were processed using standard techniques for light and electron 

microscopy. Polygala paniculata presents three secretory sites of essential oils: 

trichomes in leaves and stems, cavities in leaves and cortical cells in roots. The 

trichomes are unicellular and have a lateral projection whereby the secretion is 

released. The development of the cavities is lysigenous. The roots present 

parenchyma cells in the cortex, originating from the activity of the pericycle, and 

parenchyma cells of the secondary phloem as sites of synthesis of essential oils. The 

development of trichomes, cavities and roots secretory cells included programmed 

cell death. Trichomes, cavities and roots present the mixed lipidic secretion, 

characterized as essential oils. Typical subcellular features of the secretory structures 

were detected in P. paniculata and all organelles are correlated with a chemical 

nature of secretion. Mitochondria, rough endoplasmic reticulum, ribosomes, 

dictiossomes, plastids with oil droplets, vesicles and oil droplets in the cytoplasm are 

present in trichomes and cavities. Root cortical cells present the same organelles with 

the exception of plastids. Although these secretory structures have chemical 

composition and similar ultraestructural aspects, the analyzed structures show 

particularities regarding the mechanisms of synthesis and release of secretion. 

Keywords: ontogeny, terpenoids, secretory trichomes, secretory cavities, resin, 

methyl salicylate  
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INTRODUCTION  

 Medicinal plants are source of important natural chemicals usually found in 

specialized secretory structures such as idioblasts, laticifers, ducts, cavities and 

trichomes, (Fahn 1979, Evert 2006), but may occur in cells common in different 

tissues. Polygala L. (Polygalaceae), a genus with wide distribution especially in 

Neotropical regions, is composed of ~350 species of herbs and shrubs (Persson 2001; 

Marques 1988). Many of these species are used in traditional medicine because of 

the biological activities such as expectorant, analgesic and sedative (Lorenzi & 

Mattos 2002). Despite the medicinal properties related to Polygala, secretory 

structures were considered unusual in this genus (Solereder 1908). However,  

subsequent studies indicate the occurrence of secretory cavities (Falcão et al. 1973; 

Metcalfe & Chalk 1957), ducts (Aguiar-Dias & Cardoso-Gustavson 2011) and 

secretory trichomes (Falcão et al.1973) in different species of this genus.  

Polygala paniculata is a medicinal herb widely distributed in all the regions 

of Brazil (Marques 1988; Coelho et al. 2008). Its alcoholic root extracts roots are 

used topically for traditional populations in the treatment of dislocations, muscle 

injuries and snake accidents (Lorenzi & Mattos 2002). The medicinal properties of 

the roots are related to its essentials oils (Matos 2000; Rocha et al. 2012), being the 

methyl salycilate (MeSa) the major component of of the roots secretion (Rocha et al. 

2012). The MeSa is known to have anti-inflammatory, analgesic, anti-rheumatic and 

expectorants (Effmert et al. 2005; Nogueira et al. 2005), medicinal properties 

observed in P. paniculata (Pizzolatti et al. 2002; Nogueira et al. 2005; Lapa et al. 

2011). Although only the roots are used in popular medicine, structure and 

histochemical aspects of the roots are restricted who reported the presence of lipid 

droplets in parenchyma cells (Falcão et al. 1973). However, information about the 

presence of specialized secretory cells or structures, accumulation and release of 

secretion in the roots are still missing. 

Trichomes, in the leaves and shoots, and cavities, restricted to the leaves, 

were reported in P. paniculata Falcão et al. (1973). However, the information on 

these structures is controversial in the literature. The trichomes are classified as non-

secreting trichomes (Metcalfe and Chalk 1989; Aguiar-Dias et al. 2012), or secreting 

trichomes (Falcão et al. 1973). In addition, the occurrence of cavity of lysogenic 

origin in leaves were reported (Aguiar-Dias et al. 2012). The confirmation of this 
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type of trichome (Souza  et al. 2013) and the origin and of secretory cavities (Paiva e 

Machado, 2007) and the pattern of secretion (Fernandes et al. 2016) depens on 

developmental and ultrastructural study of these structures, and histochemical 

analysis of secretion.  

Due to the incomplete and fragmented information about the chemical nature 

and formation of the secretory structures in P. paniculata, the aim of this study was: 

(1) to identify secretory sites of essential oils in vegetative organs (2) to analyze the 

development and ultrastructural aspects of the secretory sites during the process of 

synthesis, accumulation and release of secretion and (3) to compare the subcellular 

structure of the sites that accumulate essential oil to determine the dynamics of the 

synthesis and the accumulation and, or release in the vegetative organs of the plant. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Plant material  

Plants 20-40 cm tall were collected at the Reserva Florestal Mata do Paraíso 

(RFMP), Viçosa Municipality (20º48‘01‘‘S e 42º51‘51‘‘W), state of Minas Gerais, 

Brazil. They were transplanted to plastic pots containing soil from the collection 

area, kept at the greenhouse of the Botanical Garden of the Department of Plant 

Biology of Universidade Federal de Viçosa (UFV) , and used in anatomical and 

ultrastructutal characterization, and histochemical tests. Voucher material was 

deposited at the herbarium of the UFV (VIC-21.445). The material used was 

identified by José Floriano Pastore from the Universidade Federal de Feira de 

Santana, Bahia, Brazil. 

 

Light microscopy  

Anatomical analysis  

Samples of shoot apical meristem, leaves and roots, collected at different 

developmental stages, were fixed in FAA50 (formaldehyde, glacial acid acetic, 

ethanol 50%, 1:1:18) kept vacuum for 24 h and stored in ethanol 70% (Johansen 

1940), posteriorly, dehydrated through ethanolic series and embedded in 
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methacrylate resin (Historesin, Leica). Cross and longitudinal sections (5 µm thick) 

were made using a rotary microtome (RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, 

EUA), stained with toluidine blue 0,05% (pH 4.4) (O‘Brien and McCully 1964) and 

mounted in synthetic mounting resin (Permount, Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA). 

The observation of cavities distribution in the leaf blade was perfomed by 

diaphanisations (Johansen 1940). 

Histochemical analysis 

The main classes of compounds in the secreted material were investigated in 

fresh or fixed samples. Samples of fresh material were sectioned using a table 

microtome (LPC model; Rolemberg and Bhering Trade and Import LTDA, Belo 

Horizonte, Brazil) and submitted to the following tests: Sudan IV (Brundrett et al. 

1991) for detection of lipids; NADI reagent (David & Carde 1964) for essential oils 

and resins; ferric trichloride (Johansen 1940) for phenolic compounds; vanillin- 

hydrochloric acid (Mace & Howell 1974) for tannins; Dittmar reagent (Furr & 

Mahlberg, 1981) for alkaloids and red Ruthenium (Johansen, 1940) for pectins. 

Fixed samples were included in methacrylate resin, sectioned in rotary microtome 

and submitted the following histochemical tests: PAS reagent (McManus 1948) for 

total polysaccharides and xylidine Ponceau (Vidal 1970) for proteins. Control 

samples were simultaneously carried out according to the specifications for each test. 

For each procedure slides without any treatment (blanks) were also mounted. 

Observations and image documentation were performed with a light microscope 

(Model AX70TRF, Olympus Optical) equipped with a digital camera (U-photo 

system). 

 

Electron microscopy  

Scanning electron microscopy  (SEM) 

For micromorphological analysis, samples of stem apical meristem, leaves 

and roots were fixed in FAA50 for 48 h, dehydrated in ethanolic series, and subjected 

to critical point dried using CO2 (CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). The 

samples were fixed on aluminum stubs and coated with gold (FDU 010, Bal-Tec, 

Balzers). The analysis and image captures were performed with a scanning electron 



  

   11 
 

microscope LEO 1430 VP (Zeiss, Cambridge, UK) at the Center for Microscopy and 

Microanalysis (NMM) at (UFV), Minas Gerais, Brazil. 

Transmission electron microscopy (TEM) 

For transmission electron microscopy, samples of shoot apical meristem, 

leaves different developmental stages and primary and secondary roots (1 mm2) were 

fixed in Karnovsky (Karnovscky 1965) for 24 h and post-fixed with 1% osmium 

tetroxide in 1M cacodylate buffer for 2 hours at room temperature and rinsed in the 

same buffer for three times (10 min each). The contracting block was performed with 

0.5% uranyl acetate for 12 h. The samples were dehydrated through an acetone 

series, and embedded in Spurr epoxy resin (Spurr, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) 

(Roland 1978). Ultrathin sections (60-70-nm thick) were cut using glass knives and 

an ultramicrotome (UC6, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA). The samples 

were stained with uranyl acetate (Watson 1958) and lead citrate (Reynolds 1963). 

Analyses and photography were performed using a Tecnai G2 - Spirit (Philips/FEI 

Company, Eindhoven, Holanda) at NMM (UFV) and a Tecnai - G2-20-FEI 2006 at 

Center for Microscopy of the Universidade Federal Minas Geriais (CM-UFMG), 

Minas Gerais, Brazil. 

 

RESULTS 

There are secretory sites were found in P. paniculata trichomes the leaf blade 

and stem surface (Figs. 1, 2 and 7), cavities in the leaves (Figs. 3, 4 and 7) and 

secretory cells int he roots (Figs.  5, 6 and 7). 

  

 Ontogeny and ultrastructure of the secretory trichomes of essential oils 

 

The trichomes present in leaves and stems present the same ontogenetic, 

anatomical, ultraestructural and histochemical aspects, as described below. The 

differentiation of trichomes is precocious and occurs in the leaf primordia, on both 

adaxial and abaxial surfaces, and stem portions near from the shoot meristem (Fig. 

1A). Some protodermal cells undergo an anticlinal division and one of the daughter 

cells will result in the trichome initial (Fig. 1B). This init ial cell keeps conspicuous 
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nucleus and nucleoli, with the presence of small vacuole in the cell apex (Figs. 1B, 

1C). The vacuole swells slightly during the radial expansion in the trichome 

development (Fig. 1C). In the next phase it is possible to observe the beginning of a 

lateral curvature in the middle portion, differentiated thickening of the wall in the 

most distal portion of this cell and numerous vacuoles (Fig. 1D). This cell increases 

its volume, lengthens and the apical portion becomes globoid and bulkier (Fig. 1E). 

A portion of the trichome region protrudes laterally forming a narrow 90 degree 

angle beak from the trichome basal region (Fig. 1E). The expansion of the middle 

region of the trichome is complete only with the coalescence of small vacuoles that 

turn into a large central vacuole, which sticks to a narrowed and lateralized apex. The 

fully differentiated trichome acquires "duck head" shape, comprising a single cell 

with distinct regions: a foot region, inserted among the other protodermal cells, a 

stalk (elongated) region that resembles a neck, a head region similar to the globular 

head and a lateral projection of the globular head resembling a duck's beak (Figs. 1E, 

1G). The wall of the lateral projection most distal portion of the presents greater 

pecto-cellulosic thickening (Fig 1E). The secretion is released from the trichomes 

apex lateral projection (Figs. 1H, 1I), as evidenced by the presence of secretion (Fig. 

1H) and cell wall and cuticle rupture in this region (Fig. 1I).  With the release of the 

secretion the trichomes gradually lose their content (Fig. 1J) as a wilting process, and 

are curved on the leaf surface. (Figs. 1F, 1I, 1J). The trichome cell wall remains 

intact, with the exception of the cell wall in the lateral projection region (Figs. 1I, J). 
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Figure 1. Secretory trichomes development of Polygala paniculata shoots under 
light microscopy (A-F) and scanning electron microscopy (G-J). A. Shoot apical 
meristem with secretory trichomes at different developmental stages. B. Initial cell of 
secretory trichome with dense cytoplasm. C. Initial cell of secretory trichome with a 
distal small vacuole. D. Expansion and initiation of the trichome lateral curvature. 
Note the thickening of the wall in the most distal portion of the lateral projection and 
the numerous vacuoles. E. Mature trichome with a a single large vacuole. F. 
Senescent trichome. G. Mature trichome. H. Release of secretion through the 
trichome head lateral projection. Note the rupture of the cell wall and cuticle. I.  
Decreased trichome during the process of secretion release. J. Senescent and 
withered trichome in final stage of the secretion release. Arrows indicate secretion. 
fr, foot region; hr, head region; lp: lateral projection of the head; nu, nucleus; sr, stalk 
region; va, vacuole. Bars: 10 µm (B-H, J-P), 50 µm (A), 200 µm (I). 

 

The trichome initial cell presents secretory characteristic evidences of these 

glands such as a dense cytoplasm with free ribosomes, plastids and small vacuoles. 

(Fig. 2A). Oil droplets are observed in the cytoplasm (Fig. 2A), in small vacuoles 

(Figs. 2A, 2B) and in periplasmic spaces (Fig. 2C). The small vacuoles with oil 

droplets begin to coalesce (Fig. 2B). The plastids present granular content, are 

polymorphic with a granular substance and ribosomes, but withouth thylakoids and 

internal membrane system (Fig. 2C). Neighboring epidermal cells also have oil 
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droplets in vesicles, but plasmodesmata were not observed (Fig. 2D). In the next 

phase, the fusion of small vacuoles gives rise to a large vacuole where secretion is 

accumulated (Fig. 2E, 2F). The secretion is heterogeneous, composed of granullar 

substance and oil droplets (Fig. 2F).  

 

Figure 2. Development and secretory activity of Polygala paniculata trichomes. A. 
Initial phase of the development and secretory activity of the trichome. Oil droplets 
(white arrows) in the periplasmtic space. B. Fusion of the small vacuoles with oil 
droplets (black arrows). Dense cytoplasm with ribosomal granules. C. Secretion 
Accumulation in periplasmic space. D. Neighboring cells (*) have vacuoles with oil. 
E. Peripheral cytoplam and expansion of vacuole. F. Detail of vacuoles fusion and 
discharge of the secretion into the expanding vacuole. cu: cuticle, cw: cell wall, it: 
trichome initial cell; od: oil droplet; ps: periplasmatic space; nu: nucleous; pl: 
plastids; ri: ribosomes; va: vacuole. Bars: A: 5 µm; B: 0.5 µm; C.F: 1 µm; D: 2 µm; 
E: 3 µm. 

 

In mature trichomes, the secretory process is finalized, the secretion is 

accumulated in the vacuole and begins to be released out of the cell (Fig. 3A). The 

cuticle extends uniformly throughout the trichome walls in all phases, without the 

formation of subcuticular spaces; the trichomes exhibit a peripheral dense cytoplasm 
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and a central  vacuole with homogeneous secretion (Fig. 3A), which indicates that 

the oil droplets coalesce with a secretion present within the vacuole constituting a 

homogeneous secretion. The peripheral cytoplasm is dense and present mitochondria, 

free ribosomes, dictyosomes and endoplasmic reticulum  (Figs. 3B, 3C). In the final 

phase of secretion release, the trichome is senescent and withered; with cellular 

machinery highly altered (Fig. 3D). At this stage its observed the loss of cytoplasm 

integrity, characterized by the degradation and vesiculation of cytoplasm and vacuole 

(Figs. 3D, 3E). Changes were not observed in the trichomes (Figs. 3A, 3E), but 

ultraestructural aspects of the cell wall of the apex lateral projection and the release 

of secretion out of the cell were not observed. 

 

Figure 3. Mature and withered trichomes of Polygala paniculata trichomes. A-C: 
Mature trichomes. D-H: Withered trichomes. A. Mature trichomes with peripheral 
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cytoplasm and a central vacuole with homogenous secretion. B.C. Begining of 
deterioration of organells. D. Senescent trichome. cw: cell wall, di: dictyosomes; er: 
endoplasmic reticulum; od: oil droplet, mi: mitochondria; ri: ribosomes; se: 
secretion; va: vacuole; ve: vesicles. Bars: A: 5 µm; B: 0.5 µm; C: 0.25 µm; E: 1 µm. 
  

  

 Structure and ultrastruture of  essential oil secreting cavities 

 

Secretory cavities occur just in leaves of P. paniculata, its differentiation was 

delayed compared to differentiation trichomes and occurs from ground meristem 

cells (Fig. 4A). Two-to-three cells of the ground meristem exhibited a compact 

arrangement, very thin walls, dense cytoplasm, voluminous nucleus with 

conspicuous nucleolus and located between the procambial strands (Fig. 4A, 4B, 

4C). One by one, these initial cells degrade and form a small central space or lumen 

surrounded by a secretory epithelium with undefined cell layers (Fig. 4B, 4C). Thus, 

the lumen increases with the gradual incorporation and degradation of epithelial 

secretory cells, until complete expansion and differentiation of leaves (Fig. 4D, 4E, 

4F). Epithelial cells became vacuolated, more bulky and present the pheripheral 

cytoplasm with numorous plastids (Fig. 4E). In leaf view, the cavities distribution 

within the areolas can be observed, maintaining connection with the terminal 

vascular bundles (Fig. 4G, 4H).  
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Figure 4.  Secretory cavities development of the Polygala paniculata leaves under 
light microscopy (A-E, G-H) and scanning electron microscopy (F). A-F, transversal 
sections. G-H, paradermal sections. A. Initial cells identified by voluminous nucleus, 
dense cytoplasm. B.C. Cell degradation and beginning of cavity lumen formation. D. 
Gradual and continuous degradation and incomporation of the epithelial cells of the 
cavity and enlargement of the lumen of the cavity. E-F. Mature secretory cavity. 
Note that the cavity does not have a well-defined epithelial layer. G. Association of 
cavities with the vascular system. Black arrows: partially disintegrated walls; white 
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arrows: protoplast retraction; gm: ground meristem; ic: initial cells; lu: lumen; pd, 
protoderm; pc, procambium.  Bars: A-G: 50 µm; H: 100 µm.  

 

The secretory process and the cavity lumen formation occurs through a 

mechanism that involves the secretion synthesis and intracellular accumulation, cell 

death and secretion release (Fig. 5). This process is continuous, one by one, these 

initial cells, at different developmental stages, initiate the secretion process, degrade 

and are incorporated into the secretion accumulated into the lumen in formation. The 

ultrastructural aspects of the cavities show that the initial cells are juxtaposed, have 

dense cytoplasm and plastids with starch grains (Fig. 5A). The lumen formation 

begins with the degradation of cavity initial cell of the (Fig. 5B). Droplets of oil and 

granular substance are observed into vacuole (Fig. 5C). Cells in the process of initial 

secretion are bulky and have a thin cell wall; dense cytoplasm; polymorphic plastids 

with dense stroma and accumulated starch grains; large vacuole with oil 

accumulation and granular and fibrillar secretion (Fig. 5D). As development 

proceeds, these cells have thin walls, dense peripheral cytoplasm, plastids and 

increased vacuoma (Fig. 5E). The central vacuole compresses the dense cytoplasm to 

the periphery and accumulates heterogeneous secretion composed by granular 

substance and oil droplets of different sizes (Fig. 5E). Plastids are numerous, large 

and polymorphic, exhibit developed inner membrane system, ribosomal granules, 

and accumulate starch grains and lipid material (Fig. 5F). These cells are connected 

by plasmodesmata (Fig. 5F). In the final stage of the secretion process, there is a 

marked presence of plastids with numerous oil droplets, protoplast retraction and 

formation of periplasmic spaces as a result of the accumulation of granular 

appearance secretions and oil droplets (Fig. 5H, 5G). Drops of oil from the secretory 

process of other cells are observed in the lumen in formation. The peripheral 

cytoplasm presents mitochondria, rough endoplasmic reticulum, vacuoles, plastids 

and oil droplets (Fig. 5H). Mitochondria with conspicuous cristae and rough 

endoplasmic reticulum are scattered throughout the cytoplasm (Fig 5H). After 

secretion synthesis, secretory cells show signs of cell death (Fig. 5I), evidenced by 

cytosol disintegration, plastid degradation, accumulation of cellular debris and 

electron-opaque substances dispersed by the cell (Fig. 5J). The mitochondria of these 

cells and neighboring cells are intact (Fig. 5K). At the end of the process of secretion 
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synthesis, the release of secretion occurs from the rupture of the cell wall and the 

membranes of each cell, such that its contents are discharged into the lumen, 

incorporated into the secretion, contributing to the increase of cavity lumen (Fig. 5I). 

The mature cavities present undefined epithelium with highly vacuolated cells, with 

parietal cytoplasm and oil-containing plastids, surrounding the lumen where the 

secretion is accumulated (Fig. 5L). 



  

   20 
 

 

Figure 5. Ultrastructure of the essential oil-secreting cavity in Polygala paniculata. 
A. Central cavity cell initial in cell death process (with asterisk); Note that the 
neighboring cells have integrity of the cellular content. B.C. Detail of the cavity 
initial cell. B. Cell wall degradation of the (white arrow). C. Cytoplasm, plasmalem 
and tonoplast degradation. D. Initial cell in secretory stage. Note the accumulation of 
starch grains into plastids. E. Secretory cell in advanced stage of secretory process.  
Note the consumption of starch grains and concomitant accumulation of oil droplets 
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in the plastids. F. Detail of the plastids showing the oil droplets and plasmodesmata 
connecting secretory cells. G. Cavity secretory cell in the final stage of secretory 
process. Note the secretion accumulated into the vacuole, periplasmic and 
intercellular spaces (black asterisk); Cell spacing (black arrow). H. Cytoplasmic 
organelles starting to show signs of degradation. Note the loss of integrity of the 
endoplasmic reticulum. I.  Secretory cells degradation. Note the degradation of the 
cytoplasm and cell remnants (arrows) and the secretion (black asterisk) accumulated 
into the vacuole and at the periplasmic space, which is formed due to the 
accumulation of secretion. J. Plastids degradation and presence of the electron-
opaque globules. K. Mitochondria remains intact. L. Lumen of mature cavity with 
granular secretion (black asterisk) and essential droplets. od: essential oil droplets; is: 
intercellular space; lu: lumen; mi: mitochondria; pm: plasmodesmata. pl: plastids; ps: 
periplasmic space; sg: starch grain; va: vacuole. Bars: A, D-E, H-I, L: 5 µm; B-C, G, 
J:1 µm; K: 0.5 µm. 

 

Structure and ultrastructure of essential oil-secreting roots 

The P. paniculata root in primary structure show uniseriate epidermis, cortex 

with one to two layers of bulky parenchyma cells with thin walls and vascular 

cylinder diarch. Caspary's striae of the endoderm are evident. The roots have 

ephemeral primary growth, therefore, there is very early loss of the epidermis and 

cortical region and not secretory cells at this stage of development. The roots present 

ephemeral primary growth, therefore, there is very early loss of the epidermis and 

cortical region and not secretory cells at this developmental stage. The secondary 

growth begins with the vascular cambium activity, which form xylem and phloem. 

Concomitantly, the pericycle proliferates and forms several layers of cells externally 

to the secondary phloem. The outermost layer formed by the pericycle begins to act 

as a phellogen, and the inner layers differentiate into parenchyma cells. The periderm 

is composed of the phellogen and two to three outer layers of phellem. 
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Figure 6. Anatomy of the root of Polygala paniculata. A-B. Root in primary growth. 
C-F. Root in secondary growth. A-B. Diarch root. Note in A, only the presence of 
protoxilema and in B, the presence of proto and metaxylem. C-D. Beginning of 
secondary growth and discard of the cortical region. E-F. Root in secondary growth 
with periderm. Note bluish cells (secretory cells) in the region between the periderm 
and secondary phloem. co: cortex; ed: endodermis; ep: epidermis; ps: secondary 
phloem; px: protoxylem; pe: pericycle; ph: felogênio; pp: protoploem; sx: secondary 
xylem. Bars: A-D: 30 µm; E-F: 50 µm. 

 

The secretory cells present a dense cytoplasm and small vacuoles (Fig. 6A). 

The cytoplasm of these cells is rich in ribosomes, presents mitochondria, rough 
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endoplasmic reticulum and vacuoles of varying sizes dispersed by the cytoplasm 

(Fig. 6B). Vesicles with lipid content are observed in the cytoplasm and its 

membrane fuses to the tonoplast membrane discharging its secretion inside the 

vacuole (Fig. 6C), forming a large vacuole with accumulation of lipid droplets. In the 

secretion process final stage begins degradation of membrane (Fig. 6D).  

 

Figure 7. Ultrastructure of essential oil secretory roots of Polygala paniculata. A. 
General appearance of the secretory cells in the cortex (asterisk). B. Detail of the 
secretor endoplasmic reticulum. C. Vacuole with accumulation of secretion. The 
fusion between the membranes are indicated by black arrow. D. Secretory cell with a 
large vacuole with accumulation of secretion. Signs of cellular degradation 
evidenced by the rupture of the membrane are indicated by white arrow. co: cortex; 
er: endoplasmic reticulum; ep: epidermis; is: intercellular space; mi: mitochondria; 
od: essential oil droplets; ph: phloem; ri: ribosomes; va: vacuole; xy: xylem. Bars: A: 
2 µm; B.C: 0.5 µm; D: 2 µm. 

 

Essential oil in trichomes, cavities and root cells 

The histochemical tests revealed that the trichomes, cavities and root cells 

present lipidic secretion, composed by essential oils and resins (Fig. 8). Trichomes 

are translucent on fresh leaves and stems (Fig. 8A). The Ruthenium red reagent 

revealed Pectic thickening of the most distal cell wall of duck‘s beak (Fig. 8B). 

When treated with sudan IV, a lipid secretion is evidenced in trichome as red drops 

(Fig. 8C). The NADI reagent reveals oleoresin the trichome, indicated by the blue-
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purple color (Fig. 8D). Cavities of fresh leaves, not treated with any reagent or dye, 

present translucent oily secretion (Fig. 8E). In cavities the secretion to the cavities 

have lipid nature, as indicated by the red color with sudan IV (Fig. 8F), and oleoresin 

predominate, as indicated by the blue-purple color with the NADI reagent (Fig. 8G). 

In sections of fresh roots, not treated with any reagent or dye, was not observed drops 

oil as in trichomes and cavities (Fig. 8H), but when treated with sudan IV, a lipid 

secretion is evidenced the red color with sudan IV as red drops in cortex cells (Fig. 

8I), and essential oils predominate, as indicated by NADI reagent, reveals in the 

some root cortical cells, indicated by the blue color (Fig. 8J). Alkaloids, phenolics, 

tannins, polysaccharides and proteins were not detected in trichomes and cavities, 

neither in cortical cells of the root. 

 

Figure 8. Trichomes (A-D), cavities (E-G) and roots cells (H-J) of Polygala 
paniculata submitted to histochemical tests. A, E, H. Untreated sections. B. 
Ruthenium red; rose color indicates pectins (arrows). C, F, I. Sudan IV; red color 
indicates lipids. D, G, J. NADI reagent; blue color indicate predominance of the 
essential oil (*) and blue-purple indicates the presence of resins. Bars: A-D: 20 µm; 
E, G: 100 µm; F: 50 µm; H, I: 70 µm; J: 40 µm. 
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DISCUSSION 

 Essential oils sites in Polygala paniculata  

Polygala paniculata presents trichomes on leaves and stems, cavities in the 

leaves and root cortex cells as sites of synthesis and accumulation of essential oils. 

Studies on the development, ultrastructure and histochemistry of cells and the 

specialized secretory structures of P. paniculata provide information about the 

mechanisms of hydrophobic substances secretion. 

 

Unicelullar secretory trichomes 

The trichomes of P. paniculata were reported as glandular (Falcão et al. 

1973) and non-secretory unicellular trichomes related to strategies of defense in arid 

conditions (Aguiar-Dias et al. 2012). The correct definition of secretory trichomes is 

based on its meristematic origin, location, type of secretion and ecological function 

of the secretory structure (Fahn 1979; Evert 2006). In P. paniculata, early 

differentiation of protodermal cells, differentiation in the shoot apical meristem, 

anatomical characteristics and presence of secretion confirm the secretory nature of 

unicellular trichomes in leaves and stem. It is important to note that early 

differentiation, accumulation of chemical compounds, high density of secreting 

trichomes in leaf and shoot primordia and low density in expanded leaves and stems 

suggest that these glands work in chemical protection during early development of 

these organs (Wagner et al. 2004; Maffei 2010; Lange & Turner 2013).  

Secretory trichomes are considered as recently evolved structures, with 

phylogenetic origin from non-secreting trichomes (Fahn 1988; Lange & Turner 

2013). Although they may be multicellular or unicellular (Werker 2000; Evert 2006), 

the unicellular secretory trichomes are uncommon, having been reported in 

Nissaceae (Asteridae) (Liu 2004), family phylogenetically distant from Polygalaceae 

(Magnoliidae) (APG III 2009). Multicellular secretory trichomes are widely present 

in different species, usually composed of regions: foot, peduncle and head 

(Bosabalidis 1990; Werker 2000), and each region can be constituted by a single cell 

or by a group of specialized cells involved in the process of synthesis and release of 

secretion (Werker et al. 1993; Machado et al. 2006; Ventrella & Marinho 2008). The 
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P. paniculata trichomes are unicellular, but have three distinct regions identified in 

this study as foot, peduncle and head, which present ultrastructural differences.  

In differentiated trichomes, the foot and neck regions present dense cytoplasm 

and nucleus and nucleolus are visualized in the basal portion of the cell, while the 

head region, at the cell apex presents plastids and accumulate secretion in a large 

central vacuole, which indicates compartmentalization of the secretory process along 

the trichome and the high metabolism, typical of the secretory structures (Paiva & 

Martins 2011; Marinho et al. 2016) and suggest that unicellular trichomes are 

functionally equivalent to multicellular trichomes. 

The duck head like appearance of P. paniculata trichomes, reported for the 

first time in this study, is a marked morphological characteristic for the species, but 

was also reported in other species of Polygala (Aguiar-Dias et al. 2012) and 

Salomonia (Piwpuan & Thammathaworn 2007), phylogenetically related genus, 

which may represent a taxonomic marker for the family Polygalaceae. The lateral 

projection of the trichome apical region was interpreted as apical-lateral extension of 

the cuticle (Falcão et al. 1973) or lateral extension of the apex (Aguiar-Dias et al. 

2012). However, the ontogenetic analysis of the trichomes, carried out in the present 

study, shows that during its development occurs the lateral curvature of the cell, 

culminating in a projection of vacuoles, cytoplasm, cell wall and cuticle, resembling 

a duck's beak. 

The formation of lateral projection is concomitant to secretion synthesis and 

accumulation. The trichome development images, analyzed by LM and SEM, show 

that the secretion is released through rupture of the cell wall and the cuticle of the 

lateral cell projection. Cell wall ultrastructural in this region were not observed, but 

the histochemical analysis with the red Ruthenium reveals the pectic nature of the 

cell wall thickening at that point. The increase of the pectic matrix in this region 

makes arrangement of the cellulose microfibrils looser and increases its porosity 

(Willats et al. 2001), which suggests that the cell wall is more fragile and can easier 

could break with the secretion passage. The presence of rough endoplasmic 

reticulum, vesicles and vacuoles in the cytoplasm suggests that pectinases and other 

enzymes may be involved in the degradation or disorganization of cell wall cellulose 

microfibrils in this region (Machado et al. 2006; Rodrigues et al. 2011; Possobom et 

al. 2015) and contributes to the increase the cell wall permeability. 
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Polygala paniculata trichomes are sites of synthesis and accumulation of 

essential oils in leaves and stems, as detected by specific histochemical tests. The 

amount of mitochondria with visible ridges, smooth and rough endoplasmic 

reticulum, polyribosomes, dichthosomes and vesicles with secretion confirm the high 

activity during the secretory phase (Lüttge 1971; Ascensão & Pais 1988; 1997). In 

addition, the presence of these organells suggests their involvement in terpenes 

synthesis and transport (Ascensão et al. 1997; Ascensão & Pais 1988), as reported 

for various secretory structures with similar secretion (Possobom et al. 2015; Sá-

Haiad et al. 2015; Marinho et al. 2016; Fernandes et al. 2017).  

However, it is worth mentioning that in P. paniculata the plastids seem to 

play an important role in secretion synthesis and chemical composition. Structural 

aspects of plastids may indicate important aspects of the chemical composition of 

terpene secretions (Fahn 1998). The plastids of P. paniculata trichomes are typical 

leucoplasts, devoid of thylakoids and ribosomes, and an  internal systems of poorly 

developed membranes, (Lacchia& Carmello-Guerreiro 2009; Lange & Turner 2013). 

Plastids with these characteristics are related to the synthesis of secretions rich in low 

molecular weight terpenes, such as monoterpenes (Cheniclet & Carde 1985; Fahn 

1988; Lange & Turner 2013). Similar observations were made by Lacchia & 

Carmello-Guerreiro (2009) in secretory channels of Anacardiaceae species.  

The release of P. paniculata secretion results in the trichome degradation, 

with typical programmed cell death characteristics. The cytoplasm collapse is 

evidenced by plastidial degradation and dark staining and evident abundance of 

vesicles in the cytoplasm and vacuole, which may contain hydrolytic enzymes 

responsible for the organelles degradation and rupture of the tonoplast (Paiva & 

Machado 2007; Chen & Wu 2010) . 

 

Lysigenous secretory cavities 

The secretory cavities of P. paniculata occur throughout the leaf blade and 

their differentiation is posterior to secretory trichomes differentiation. These aspects 

suggest that the cavities act in the chemical defense of mature leaves, while the 
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trichomes probably act in defense of young aerial organs against the action of 

herbivorous insects. 

Internal secretory structures were considered uncommon in Polygalaceae 

(Solereder 1908; Holm 1929). However, mucilage ducts, oil cells (Solereder 1908; 

Holm 1929; Metcalfe & Chalk 1989; Aguiar-Dias et al. 2012) and cavities (Falcão et 

al. 1973; Piwpuan & Thammathaworn 2007; Aguiar-Dias et al. 2012) have been 

reported to the family, but these studies do not provide information on the ontogeny 

of these secretory structures. The secretory cavities can be originated from the 

fundamental meristem cells (Lersten 1986; Ciccarelli et al. 2001) as in P. paniculata, 

from protoderm (Curtis & Lersten 1994) or both (Bosabalidis & Tsekos 1982; Liang 

et al. 2006; Paiva & Machado 2007). The process of formation of cavity lumen is 

controversial and discussed in different species (Monteiro et al. 1995; Turner et al. 

1998; Tuner 1999; Paiva & Machado 2007; Fernandes et al. 2017). In P. paniculata 

we found that the cavities have a lysogenic origin, as reported by Aguiar-Dias et al. 

2012. Lumen formation is initiated with central cell degradation and death and there 

is no evidence of cell separation at this stage, which characterizes that development 

as lysogen (Fahn 1979; Paiva & Machado 2007). The observation of middle lamella 

degradation and spacing between cells at the lumen development may be associated 

with tissue differentiation and leaf blade expansion, but they do not characterize the 

schizogenous development of the cavity at any stage. 

The observations by LM and TEM in the early stages of development may 

lead to correct identification of the cavities origin (Bosabalidis & Tsekos 1982; Chen 

& Hu 2010), since they provide information about different aspects and give 

consistency to the obtained results (Machado et al. 2016). The disintegration of the 

initial cell of the cavity initiates the lumen formation of the cavity and characterizes 

the lysis process, as also observed in Hymenaea stigonocarpa (Paiva & Machado 

2007). In P. paniculata, on the other hand, the formation of the lumen of the P. 

paniculata cavity is the result of the process of differentiation, secretory activity and 

cell death of each cell that is incorporated into the cavity, in such a way that the 

content of these cells is incorporated in the accumulated secretion in the lumen, 

favoring the increase of lumen space. 

In general, the determination of lysogenic cavities origin may be the result of 

a misinterpretation of artifacts during tissue fixation process (Turner et al. 1998). 
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However, observations of cavity cells at different stages of development and the 

integrity of the mitochondria during cytoplasm disintegration indicate that the cell 

degradation is a result of programmed cell death process and not caused by tissue 

necrosis (Paiva & Machado 2007). In addition, the cell death process in P. 

paniculata is not synchronized among cells, but continuous, as also observed in 

colleters of Tocoyena bullata (Miguel et al. 2016), in such way that the cells are 

recruited in different moments of cavity formation. This characteristic shows that 

there are cells in the process of cell death and intact during the process, which 

confirms the evidence of cell death and refutes the possibility of artifacts during 

tissue fixation.  

The ultrastructural aspects of the cells that constitute the secretory cavities are 

similar to those observed in trichomes: dense cytoplasm, rough and smooth 

endoplasmic reticulum, mitochondria, plastids and vesicles; and the population of 

organelles is compatible with those observed in cavities and secretory ducts of 

essential oils of other species (Rodrigues et al. 2011; Machado et al. 2016; Fernandes 

et al. 2017). However, unlike the secretory trichomes, the abundance of plastids with 

ribosomal granules and membrane system developed indicates that these organelles 

are related to the synthesis of secretions with predominance of high molecular weight 

terpenes, as the resins (Cheniclet & Carde 1985; Fahn 1988; Lacchia & Carmello-

Guerreiro 2009). 

The secretion of the cavities is predominantly composed of resins, non-

volatile terpenes, although fractions of monoterpenes may be also constituents. The 

characteristics observed in P. paniculata plastids are similar to those observed in 

Anacardium humille (Lacchia & Carmello-Guerreiro 2009), Clusia sp. (Sá-Haiad et 

al. 2015), Metrodorea nigra (Machado et al. 2016) and Casearia sylvestris 

(Fernandes et al., 2017), whose secretion is rich in resin. Changes in the plastids of 

cells entering the cavity include the concomitance between the degradation of the 

starch grains and the accumulation of oil droplets in the stroma. This feature 

indicates that the consumption of this reserve is a source of energy and carbon for the 

synthesis of secretion (Melo et al. 2010; Silva et al. 2016, Machado et al. 2016) and 

compartimentalization during the synthesis of essential oils (Cheniclet & Carde, 

1985)  
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Root secreting cells 

The absence of specialized secretory structures in the roots of P. 

paniculatacorroborates the data found in the literature to date for the species (Falcão 

et al. 1973). Idioblasts or specialized secretory cells represent the most primitive 

secretory structures in plants, but differ from adjacent cells by size, content, and 

function (Fahn 1988). In the roots of P. paniculata any root cortical cell is suitable 

for the secretion of terpenoids, not characterizing idioblasts, but only a secretory 

tissue. In the P. paniculata shoot, terpenoids are secreted by specialized secretory 

structures, such as cavities and trichomes. It should be considered, therefore, that the 

roots have diversified less than shoot throughout the plant evolutionary process 

(Gifford & Foster 1996; Evert & Eichhorn 2013) and, consequently, they have more 

abundant and diversified secretory structures (Fahn 1979). However, secretory 

structures also occur in the roots of different taxonomic groups, including in the 

genus Salomonia (Polygalaceae) (Piwpuan & Thammathaworn 2007). 

 

Histochemical aspects of trichomes, cavities and roots 

Histochemical tests showed that trichomes, cavities and roots present lipid 

secretion, as evidenced by the Sudan reagent, specific for general lipids. This 

hydrophobic secretion is mixed and terpenic in nature, composed of essential oils, 

low molecular weight terpenes, and resins, high molecular weight (Lange 2015), as 

evidenced by the Nadi test, specific for this chemical group. Although histochemical 

analyzes have identified only essential oils and resins in P. paniculata secretions, 

these compounds may occur associated with other chemical classes (Ventrella & 

Marinho 2008; Mota et al. 2013; Lange 2015), not detected on these tests. 

Analysis by gas chromatography identified different non-terpene substances 

in the secretion of flowers and roots of P. paniculata (Pizzolati et al. 2009), such as 

Methyl Salicylate (MeSa), phenylpropanoide in the analyzed secretion. The 

miscellany of chemical substances such as terpenoids and phenylpropanoids, such as 

MeSa, in P. paniculata may be related to the known secretion functions of trichomes 

and cavities: protection against insect predation (Dudareva et al. 2006), attraction of 

pollinators (Glas et al. 2012) and communication between species (plant-plant, plant-

insect or plant-microorganisms) (Lange 2015). 



  

   31 
 

The role of volatile compounds in aerial organs has been investigated for a 

long time under different aspects (Lanoue et al. 2010), and are commonly reported in 

trichomes (Lange & Turner 2013; Lange 2015) and cavities (Machado et al. 2016). 

But what would be the role of these chemicals in subterranean organs, such as roots? 

The function of the secretions found in the roots is far from being understood (Van 

Tol et al. 2001; Baetz & Martinoia 2014), since they are subterranean organs, which 

makes it difficult to carry out studies on their chemical composition (Lanoue et al. 

2010). However, the different chemical properties related to compounds in the roots 

have aroused the interest of different study areas (Lanoue et al. 2010, Pizzolati et al. 

2009; Baetz & Martinoia 2014). Plant roots are also subject to attacks by different 

soil organisms (van Tol et al. 2001). The release of volatile substances by 

subterranean organs may detain some microorganisms as an antimicrobial or anti-

herbivorous mechanism of action (Ali et al. 2010), elicit in other organisms in 

tritrophic defense strategies attracting natural enemies of their herbivores (Vet & 

Dicke 1992) and to induce the synthesis and release of volatiles in neighboring 

plants, which may attract predatory organisms from their herbivores (Chamberlain et 

al. 2001). Thus, radicular secretions mediate numerous multitrophic defense 

strategies associated with rhizosphere (Ali et al. 2010; Rasman & Turlings, 2016). 

 

CONCLUSIONS 

 Polygala paniculata presents three synthesis sites of essential oils: trichomes 

in leaves and stem, leaf cavities and parenchyma root cells. The unusual morphology 

of secretory trichomes is related to particular aspects of their secretory mechanism. 

The ultrastructural aspects of the trichomes, cavities and parenchyma roots cells are 

similar, except for the plastids that are absent in the roots, and correspond to the 

synthesis of essential oils. The development of trichomes, cavities and root-secreting 

cells involves programmed cell death mechanism. Particularities of the secretory 

mechanisms of each Polygala paniculata secretory site were firstily described in this 

work These informations presents contributions to the understanding of secretion 

mechanism of hydrophobic substances in plant-secretory structures. 
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CAPÍTULO II:  

 

EFEITO DA QUALIDADE DA LUZ, AGENTES GELEIFICANTES E 

SACAROSE NO CRESCIMENTO IN VITRO E MORFOANATOMIA 

FOLIAR DE Polygala paniculata L. 

 

RESUMO 

Efeitos de diferentes espectros de luz, agentes geleificantes e concentração de 

sacarose foram testados no desenvolvimento in vitro de Polygala paniculata. Os 

tratamentos foram: uso de lâmpadas fluorescentes (LF), lâmpadas LED com luz 

branca (LB), lâmpadas LED com luz azul:vermelho (LAV) com irradiâncias de 56 

μmol m-2 s-1. Segmentos nodais foram inoculados em ágar com 15 gL−1 (A15) ou 30 

gL−1 (A30) e em Phytagel com 15 gL−1 (P15) ou 30 gL−1 (P30).  Desse modo, 

totalizou-se 12 tratamentos: A15LF; A15LB; A15LAV; A30LF; A30LB; A30LAV; 

P15LF; P15LB; P15LAV; P30LF; P30LB; P30LAV. Após 45 dias de cultivo os 

aspectos morfológicos e anatômicos foram avaliados. Os fatores avaliados 

influenciaram significativamente a morfologia e anatomia de P. paniculata. Os 

tratamentos com LF, em ágar ou Phytagel, induziram o desenvolvimento e a 

anatomia similares aos observados em plantas ex situ. Todavia, os tratamentos com 

30 gL-1 de sacarose induziram um aumento na espessura da lâmina foliar com o 

aumento do volume celular dos parênquimas paliçádico e lacunoso e redução dos 

espaços intercelulares. Plantas cultivadas em LB e LAV em concentrações maiores 

de sacarose em ambos agentes geleificantes apresentaram mesofilo menos espesso. A 

luz fluorescente favorece o desenvolvimento in vitro de P. paniculata. Todavia, 

aspectos fotossintéticos e ultraestuturais devem ser analisados para avaliar o efeito da 

qualidade de luz sobre as organelas e fisiologia da espécie. Dada a importância dos 

comprimentos de onda AV na diferenciação dos tecidos e desenvolvimento das 

plantas, sugere-se diferentes proporções dos mesmos sejam testados em P. 

paniculata  

 

Palavras chave: ágar, anatomia, qualidade da luz, Phytagel 
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ABSTRACT 

Effects of different light spectra, gelling agents and sucrose concentration in vitro 

development with out performance of Polygala paniculata were tested. The 

treatments were: fluorescent lamps (LF), LEDs with white light (LB), LED with blue 

and red light (LAV) with of 56 μmol m-2 s-1 irradiation of, Nodal segments were 

inoculated in agar with 15 g L−1 (A15) ou 30 g L−1 (A30) and Phytagel with 15 g L−1 

(P15) or 30 g L−1 (P30). Thus, a total of 12 treatments were performed: A15LF; 

A15LB; A15LAV; A30LF; A30LB; A30LAV; P15LF; P15LB; P15LAV; P30LF; 

P30LB; P30LAV. After 45 days of culture, the morphological and anatomical 

aspects were evaluated. The evaluated factors significantly influenced the 

morphology and anatomy of P. paniculata. The treatments with LF, in agar or 

Phytagel, induced the development and anatomy similar to those observed in ex situ 

plants. However, the treatments with 30 g L-1 of sucrose induced an increase of leaf 

blade thickness with an increasing palisade and spongy parenchyma cellular volume 

and reduction of the intercellular spaces. Plants grown in LB and LAV at higher 

concentrations of sucrose in both gelling agents showed thinner mesophyll. 

Fluorescent light favors the in vitro development of P. paniculata. However, 

photosynthetic and ultrastructural aspects should be analyzed to evaluate the effect of 

light quality on the organelles and physiology of the species. Given the importance 

of AV wavelengths in tissue differentiation and plant development, different ratios of 

the same assays in P. paniculata. 

 

Key words: agar, anatomy, light quality, Phytagel 
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INTRODUÇÃO  

Polygala paniculata L. (Polygalaceae) é uma espécie nativa, herbácea e de 

valor medicinal amplamente explorado nas Américas Central e do Sul (Persson, 

2001). Extratos alcoólicos das raízes de P. paniculata, produtoras de óleos essenciais 

(Pizzolatti et al. 2011), são utilizados em tratamentos tópicos de traumas e luxações 

(Lorenzi e Mattos, 2002). As propriedades medicinais da espécie têm sido 

confirmadas em estudos que indicam atividades antiinflamatórias, 

antiedematogênicas (Nogueira et al. 2005), antinociceptiva (Lapa et al. 2009), 

vasorelaxantes e hipotensivas (Lapa et al. 2011). As folhas de P. paniculata também 

sintetizam óleos essenciais com propriedades químicas semelhantes às observadas na 

secreção das raízes, embora apresentem proporções químicas distintas entre seus 

componentes (Pizzolatti et al. 2009).  

O cultivo de plantas in vitro constitui importante estratégia biotecnológica 

para produção de plantas com valor medicinal, favorecendo a síntese de compostos 

de interesse. A manipulação e o controle das condições ambientais externas e 

internas (Gupta e Jatohu, 2013), como determinação do meio de cultura (Saldanha et 

al. 2014), controle das trocas gasosas (Vurro et al. 2009; Saldanha et al. 2013), 

concentração de sacarose (Pruski et al. 2000) e luminosidade (Alvarez et al. 2012), 

podem contribuir para a obtenção de plantas com uniformidade genética, qualidade 

morfofisiológica e química (Panizza e Tognoni, 1988; Zuzarte et al. 2010; Vieira et 

al. 2015). 

A qualidade espectral é determinante para as características morfológicas e 

fotossintéticas das plantas (Topchyi et al .2005). A luz é a principal fonte de energia 

para o metabolismo fotossintético das plantas (Stuefer e Huber, 1998), e possui papel 

chave em vários aspectos do desenvolvimento (Arena et al. 2016), como a 

morfogênese (Gupta e Jatothu, 2013), diferenciação do aparato fotossintético 

(Schuerger et al.1997), bem como a composição química das plantas (Alvarenga et 

al. 2015; Batista et al. 2016; Szopa e Ekiert, 2016). O papel modulador da luz sobre 

os diferentes aspectos do desenvolvimento vegetal é mediado pela qualidade 

espectral fornecida, a quantidade de radiação e o fotoperíodo (Reuveni e Evernor, 

2007; Arena et al. 2016; Szopa e Ekiert; 2016).  
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Lâmpadas fluorescentes apresentam amplo espectro de comprimentos de 

onda (320 a 800 nm) com poucas possibilidades de ajuste (Vieira et al. 2015) e são 

tradicionalmente utilizadas no cultivo in vitro por apresentar resultados significativos 

sobre o crescimento das plantas (Sæbø  et al. 1995; Szopa e Ekiert; 2016). No 

entanto, o uso de lâmpadas LED permite a determinação de comprimentos de ondas 

específicos e fundamentais aos processos fotossintético das plantas, como a luz azul 

(450-495nm) e luz vermelha (620-750 nm) e, por isso, tem sido avaliado em 

diferentes culturas vegetais (Sæbø  et al. 1995; Shin et al. 2008). A irradiação de 

comprimentos de onda fotossinteticamente ativos pode favorecer a morfogênese dos 

tecidos foliares, organelas celulares e, consequentemente, do aparato fotossintético 

(Vieira et al. 2015), uma vez que, embora sejam pouco estudadas, alterações 

significativas na anatomia e ultraestrutura foliar podem justificar baixos níveis de 

fotossíntese, desenvolvimento e síntese de compostos de interesse.  

Vários estudos têm indicado respostas distintas em plantas submetidas a 

diferentes quantidades e qualidades de luz (Barreiro et al. 1992; Schuerger et al. 

1995; Arena et al. 2016), sugerindo que a resposta vegetal pode ser espécie-

dependente (Arena et al. 2016). Apesar disso, estudos sobre os efeitos da qualidade 

de luz sobre o desenvolvimento vegetal podem ampliar o conhecimento sobre essas 

respostas e contribuir para o estabelecimento de condições adequadas ao cultivo de 

espécies de interesse comercial (Szopa e Ekiert, 2016). 

Assim como a qualidade espectral, a determinação do agente geleificante 

afeta o desenvolvimento de plantas cultivadas in vitro (Debergh, 1983; Bhattacharya 

et al. 1994; Kumar et al. 2003), podendo apresentar composições químicas distintas e 

influenciar a disponibilidade de água e nutrientes para os explantes cultivados 

(Dobránszki et al. 2011; Ivanova e Van Staden, 2011). O ágar, agente geleificante 

predominantemente utilizado no cultivo in vitro (Puchooa et al. 1999; Dobránszki et 

al. 2011) é extraído da parece celular de algas marinhas vermelhas (Gelidiaceae e 

Graciliaceae), e é constituído por uma mistura complexa dos polissacarídeos agarose 

e agaropectina (Dobránszkiet al. 2011). A ampla utilização do ágar justifica-se em 

função de sua estabilidade e resistência à ação de enzimas vegetais ao longo do 

cultivo (Puchooa et al. 1999). No entanto, seu uso pode representar maior custo, 

superexploração de sua fonte (Jain e Babbar, 2002) e estar associado a efeitos 

negativos sobre o desenvolvimento das plantas, como hiperidricidade, em função da 
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presença de impurezas e contaminantes que podem ser encontrados em lotes de 

diferentes marcas (Deberg, 1983; Reis et al. 2005; Puchooa et al. 1999). 

Em alternativa ao uso de ágar, outros agentes geleificantes, com o Phytagel 

(―gellangum‖ ou Gelrite), têm sido testados em diferentes culturas vegetais (Reis et 

al. 2005; Dobránszki et al. 2011). O Phytagel é obtido de bactérias (Pseudomonas 

elodea), apresenta maior qualidade e pureza que o ágar (Reis et al. 2005; Ivanova e 

Van Staden, 2011), coloração translúcida (Reis et al. 2005) e menor concentração de 

substâncias que promovam a resistência ou ―dureza‖ do gel (Ivanova e Van Staden, 

2011). Além disso, a utilização do Phytagel como agente geleificante em detrimento 

ao uso de ágar justifica-se pelo menor custo (Cavallaro et al. 2014) e por apresentar 

resultados significativos sobre o desenvolvimento de diferentes espécies como 

Passiflora edulis (Passifloraceae) (Reis et al. 2005) e Arundo donax (Poaceae) 

(Cavallaro et al. 2014). Apesar dos resultados positivos, desordens morfoanatômicas, 

como a hiperidricidade, também foram identificadas em cultivo in vitro com 

Phytagel (Franck et al. 1997). 

A adição de sacarose ao meio de cultura é essencial ao desenvolvimento e 

manutenção das plantas em sistemas de cultivo in vitro (Pruskiet al. 2000; Serret e 

Trilla, 2000) heterotróficos ou fotomixotróficos (Kozai, 2010). Nesse último sistema, 

o cultivo em frascos ou outro recipiente pode reduzir os mecanismos fotossintéticos 

das plantas, mesmo havendo trocas gasosas com o meio (Kozai, 2010). Por isso, a 

adição de sacarose ao meio de cultivo, nesse sistema, representa fonte de energia 

para os explantes em desenvolvimento (Kozai, 2010), tendo em vista que o potencial 

fotossintético em condições in vitro pode ser reduzido. 

O conhecimento sobre o cultivo in vitro de P. paniculata é restrito ao estudo 

de Victório et al. (2011), que avaliaram os efeitos de citocininas sobre a produção de 

biomassa e aumento da concentração de salicilato de metila. Esse estudo, por sua 

vez, teve por objetivo avaliar o efeito da qualidade de luz, agente geleificante e 

sacarose sobre o desenvolvimento e anatomia foliar de P. paniculata, visando 

determinar as condições de cultivo que permitam a obtenção de plantas com maior 

qualidade morfofisiológica.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal e germinação in vitro 

As sementes maduras foram obtidas da população natural de Polygala 

paniculata, popularmente conhecida como 'gelolzinho', localizada na Reserva 

Florestal Mata do Paraíso, município de Viçosa (20º48‘01‘‘ S e 42º51‘51‘‘ W), 

Minas Gerais, Brasil. As sementes foram escarificadas mecanicamente com o auxílio 

de lixa (300), e, posteriormente, imersas em etanol 70% por 1 min, tranferidas para 

uma solução a 2.0% (v/v) a partir de hipoclorito de sódio comercial (5.0% cloro 

ativo; Super Globo®, Contagem, Brasil) com 100µL de Tween 20® por 20 min, e 

lavadas três vezes em água destilida. As sementes foram, subsequentemente, 

trasferidas para frascos de vidro (250 mL de capacidade), com 10 sementes por 

frasco (um total de 200 sementes) contendo 70 mL de meio de cultura composto 

pelos sais e vitaminas do meio MS (Murashige e Skoog 1962), 30 g L-1 de sacarose, 

100 mg L-1 de mio-inositol, 6.5 g L-1 de ágar Merk®, com pH ajustado para 5,7 ± 0,1, 

sendo autoclavado a 120 °C, 108 kPa por 20 min. As sementes foram mantidas em 

sala de crescimento por 30 dias, com fotoperíodo de 16 h, sob irradiância de 36 μmol 

m-2 s-1 provenientes de 2 lâmpadas fluorescentes (Luz do Dia, 20W, Osram, Brazil) e 

temperatura de 25 ± 2 °C. 

  

Efeito da qualidade da luz, agentes geleificantes e sacarose sobre Polygala 

paniculata 

Segmentos nodais (1 cm comprimento) foram transferidos para frascos de 

vidro com 250 mL de capacidade vedados com tampa rígida de polipropileno com 

dois orifícios com 10 mm de diâmetro, coberto com duas membranas com 0.45 µm 

de poro (MilliSeal® AVS-045 Air Vent, Tokyo, Japan) com níveis de troca de CO2 

de 25 µL L-1 s-1 (Batista et al. 2017). Os explantes, quatro por frasco, foram 

inoculados em meio de cultura contendo sais MS e vitaminas, duas concentrações de 

sacarose 15 ou 30 g L-1, 100 mgL-1 de mio-inositol (Sigma-Aldrich® Co, St. Louis, 

MO). Dois agentes geleificantes foram usados nesses tratamentos: 6.5 gL-1 de ágar 

(A) (Merck®, Darmstadt, Germany) e 2.5 g L-1 de Phytagel® (P) (Sigma-Aldrich® 

Co). O pH ajustado para 5,7 ± 0,1, e o meio de cultura foi autoclavado a 120 °C, 108 

kPa por 20 min. Os frascos foram mantidos em salas de crescimento com regime 

luminoso de 16h e temperatura de 25 ± 2 °C. Cada tratamento foi testado com três 
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diferentes fontes de luz: duas lâmpadas fluorescentes (HO Sylvania T12, 110 W, São 

Paulo, Brazil), duas lâmpadas LED branca (SMD 100, 18 W, Vilux®, Vitória, ES, 

Brazil), e duas lâmpadas LED com comprimentos de onda azul/vermelho (LabPAR 

LL-HR/DB-480, 11.6 W) (LabLumens®, Carapicuíba, SP, Brazil), na proporção 1:1, 

totalizando 12 tratamentos (Tabela 1) com 10 replicatas por tratamento. A irradiância 

foi padronizada em 56 μmol m-2 s-1 por meio de um irradiômetro (LI-250A, LI-

COR® Inc., Lincoln, NE) e o espectro de absorção luminosa nas bancadas foi 

registado num intervalo de comprimento de onda de 200 a 800 nm com um 

espectrorradiômetro Ocean Optics Spectra-Suite, sistema de aquisição de dados de 

software (Ocean Optics®, Dunedin, FL). Após 45 dias de cultivo, foram realizadas 

análises quantitativas e qualitativas da morfoanatomia de P. paniculata. 

 

Tabela 1. Tratamentos utilizados no cultivo in vitro de Polygala paniculata. 

 

 

Análises anatômicas 

Fragmentos foliares de plantas in situ e in vitro foram coletados em 

populações naturais e no final do período de cultivo, respectivamente. As amostras 

foram fixadas em solução de Karnovsk (2.5% glutaraldeído, 4% paraformaldeído, e 5 

Agente geleificante:concentração de sacarose:qualidade de luz Tratamento 

Ágar: 15 g L-1 de sacarose: Lâmpada fluorescente A15LF 

Ágar: 15 g L-1 de sacarose: Lâmpada LED branca A15LB 

Ágar: 15 g L-1 de sacarose: Lâmpada LED azul:vermelho A15LAV 

Ágar: 30 g L-1 de sacarose: Lâmpada fluorescente A30LF 

Ágar: 30 g L-1 de sacarose: Lâmpada LED branca A30 LB 

Ágar: 30 g L-1 de sacarose: Lâmpada LED azul:vermelho A30 LAV 

Phytagel: 15 g L-1 de sacarose: Lâmpada fluorescente P15LF 

Phytagel: 15 g L-1de sacarose: Lâmpada LED branca P15LB 

Phytagel: 15 g L-1 de sacarose: Lâmpada LED azul:vermelho P15LAV 

Phytagel: 30 g L-1 de sacarose: Lâmpada fluorescente P30LF 

Phytagel: 30 g L-1 de sacarose: Lâmpada LED branca P30 LB 

Phytagel: 30 g L-1 de sacarose: Lâmpada LED azul:vermelho P30LAV 
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mM CaCl2 em 0.1 M tampão cacodilato, pH 7,2) (Karnovsky, 1965) por 24h a 4°C. 

Para a miscroscopia de luz, as amostras foram lavadas três vezes em água por 3 min 

cada, desidratada em série etanólica e incluídas em 2-hidroxietilmetacrilato 

(Historesin, Leica, Heidelberg, Alemanha). Secções transversais (5μm de espessura) 

foram obtidas em micrótomo rotativo de avanço automático (RM2155, Leica 

Microsystems Inc., Deerfield, EUA), coradas com azul de toluidina 0,05% pH 4,4 

(O‘Brien et al., 1964) e montadas com resina sintética (Permount, Fisher Scientific, 

Pittsburgh, EUA). As imagens das análises estruturais foram obtidas em câmera 

fotográfica digital (AxioCam HRc, Zeiss, Göttinger, Alemanha) e microcomputador 

com o programa de captura de imagens Axion Vision acoplados a um microscópio de 

luz (AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japão).  

  

Análises estatísticas 

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado 

em esquema fatorial 3x2x2 (qualidades espectrais x meios de cultura x concentrações 

de sacarose), totalizando 12 tratamentos, com 10 replicatas, sendo cada replicata 

composta por um frasco com quatro plantulas. Para avaliar o efeito dos fatores 

ambientais sobre a anatomia foliar de P. paniculata, foram feitas cinco fotografias de 

três secções de três lâminas histológicas, selecionadas aleatoriamente. Os parâmetros 

espessura total da folha; da epiderme das faces adaxial e abaxial do mesofilo; do 

parênquima paliçádico e parênquima lacunoso, foram mensurados com o auxílio do 

software Image Pro Plus, sendo que para cada variável foram feitas cinco medições. 

Parâmetros de porte, desenvolvimento, desenvolvimento do sistema radicular e 

número de brotações laterais foram observados.  

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância, seguida da 

comparação entre as médias dos tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de 

significância, utilizando-se o programa estatístico Genes, versão Windows/2011.9.0 

(Cruz, 2013).  

  

 

RESULTADOS 

Aspectos morfológicos das plantas de P. paniculata cultivadas in vitro 
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 Os diferentes fatores testados (qualidade luminosa, agente geleificante e 

concentração de sacarose) resultaram em características morfológicas variadas das 

plantas (Figura 1). Os tratamentos em ágar apresentaram plantas de porte ereto, bem 

desenvolvidas e com sistema radicular diferenciado (Figuras 1A e 1B). As plantas 

submetidas aos tratamentos A15LB, A15LF e A15LAV apresentaram maior 

crescimento, menor número de brotações laterais e folhas expandidas com lâmina 

foliar larga (Figura 1A). As plantas submetidas aos tratamentos A30LB, A30LF e 

A30LAV apresentaram plantas com menor crescimento, maior número de brotações 

laterais e folhas expandidas com lâmina foliar estreita (Figura 1B). Os tratamentos 

em Phytagel apresentaram plantas de porte ereto, pouco desenvolvidas, sem sistema 

radicular diferenciado e induziram a diferenciação de meristemas reprodutivos 

(Figuras 1C; 1D). As plantas submetidas aos tratamentos P15LB, P15LF e P15LAV 

apresentaram menor crescimento, menor número de brotações laterais, folhas pouco 

expandidas com lâmina foliar estreita (Figura 1C). As plantas submetidas aos 

tratamentos P30LB, P30LF e P30LAV apresentaram plantas com poucas brotações 

laterais, folhas diminutas com lâmina foliar estreita (Figura 1D). Nota-se ainda que 

essas plantas apresentaram abscisão foliar e morte de alguns explantes (Figura 1D). 

As plantas não apresentaram sinais de hiperidricidade em nenhum tratamento.  

 

 



  

   50 
 

Figura 1. Plantas in vitro de P. paniculata cultivadas sob diferentes qualidades 
espectrais, agentes geleificantes e concentração de sacarose. A-D. Plantas com 45 
dias de cultivo. A. Plantas cultivadas em ágar com 15 gL-1 de sacarose. B. Plantas 
cultivadas em ágar com 30 gL-1 de sacarose. C. Plantas cultivadas em Phytagel com 
15 gL-1 de sacarose. D. Plantas cultivadas em Phytagel com 30 gL-1 de sacarose. LB: 
luz branca; LF: luz fluorescente; LAV: LED azul:vermelha. 

 

Características anatômicas das folhas de P. paniculata 

As folhas de P. paniculata in situ apresentam estrutura dorsiventral e 

anfiestomática (Figura 2A). A nervura principal possui contorno côncavo-convexo 

no ápice e plano-convexo na base e meio (Figura 2B). Não existe tecido 

especializado de sustentação, sendo o córtex formado por parênquima paliçádico 

acima do sistema vascular central e parênquima fundamental abaixo do sistema 

vascular central (Figura 2B). O sistema vascular é do tipo colateral com apenas um 

feixe central levemente arqueado (Figura 2B). A epiderme é unisseriada e composta 

por células cuboides (Figura 2C). O mesofilo é dorsiventral, possui parênquima 

paliçádico unisseriado e parênquima lacunoso com aproximadamente cinco camadas 

de células (Figura 2A, 2C). Cavidades secretoras estão distribuidas no mesofilo 

(Figura 2A). 

 

Figura 2. Aspectos anatômicos das folhas de Polygala paniculata cultivada in situ. 
A. Aspecto geral da folha. B.C. Detalhe de A. B. Nervura mediana. C. Mesofilo 
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dorsiventral. ead: epiderme adaxial; eab: epiderme abaxial; co: córtex; pl: 
parênquima lacunoso; pp: parênquima paliçádico. Pontas de seta indicam cavidades 
secretoras. Barras: A: 200 µm; B.C: 100 µm. 

 

Cultivo in vitro de P. paniculata 

O cultivo de P. paniculata sob diferentes condições ambientais não alterou a 

estrutura dorsiventral e anfiestomática da lâmina foliar observada em plantas ex situ 

(Figura 2). No entanto, análises estatísticas dos dados mensurados evidenciaram 

diferenças resultantes das combinações entre qualidade de luz e agentes geleificantes 

(Tabela 2) e agentes geleificantes e concentração de sacarose (Tabela 3). A relação 

entre qualidade de luz e concentração de sacarose não apresentou interação 

estatisticamente significativa.  

 

Qualidade da luz x agente geleificante  

Em plantas cultivadas em ágar as características analisadas apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas entre as qualidades espectrais (Tabela 2). A 

espessura foliar de plantas cultivadas em LF foi maior em relação às plantas 

cultivadas em LB e em LAV. A espessura da epiderme adaxial de plantas cultivadas 

em ágar e LF também foi maior em relação a epiderme adaxial de plantas cultivadas 

em LB e LAV, os quais não diferiram entre si. A espessura do parênquima paliçádico 

foi maior em plantas cultivadas em ágar e LF em relação àquelas cultivadas em LB e 

em LAV, que não diferiram entre si. A espessura do parênquima lacunoso de plantas 

cultivadas em ágar e LF ou LB não diferiram entre si, mas foram maiores que em 

plantas cultivadas em LAV. A espessura da epiderme abaxial de plantas cultivadas 

em LF foi maior que em plantas cultivadas em LAV, mas ambos os tratamentos não 

diferiram das plantas cultivadas em LB.  

Em plantas cultivadas em Phytagel, algumas características analisadas 

também apresentaram diferenças entre as qualidades espectrais (Tabela 2). A 

espessura foliar de plantas cultivadas em Phytagel não diferiu entre as qualidades de 

luz testadas. A espessura das epidermes adaxial e abaxial de plantas cultivadas em 

Phytagel em LF foi menor que aquelas cultivadas em LB e LAV, que não diferiram 
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entre si. A espessura dos parênquimas paliçádico e lacunoso em plantas cultivadas 

em Phytagel também permaneceu constante entre as diferentes qualidades espectrais 

analisadas.   

Comparando as plantas cultivadas em ágar com as cultivadas em Phytagel 

também houveram diferenças significativas entre as características anatômicas 

avaliadas. A espessura foliar foi maior em plantas cultivadas em ágar que em plantas 

cultivadas em Phytagel sob LF, e maior em plantas cultivadas em Phytagel que em 

plantas cultivadas ágar sob LAV, sem diferença significativa entre os dois agentes 

geleificantes sob LB. Tanto a espessura da epiderme adaxial como a espessura da 

epiderme abaxial foram maiores em ágar sob LF e maiores em Phytagel nos demais 

tipos de luz analisados. A espessura do parênquima paliçádico foi maior em plantas 

cultivadas em ágar sob LF, mas não diferiu entre os agentes geleificantes nas demais 

qualidades de luz analisados. A espessura do parênquima lacunoso foi maior em 

plantas cultivadas em ágar sob LF e maior em plantas cultivadas em Phytagel sob 

LAV, mas não diferiu entre os agentes geleificantes quando cultivadas sob LB. 

 

  



  

   53 
 

Tabela 2. Características anatômicas de plântulas in vitro de Polygala paniculata 
afetadas pela relação entre condições luminosas e agentes geleificantes, após 45 dias 
de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Médias seguidas das mesmas letras maiúsculas na horizontal e letras minúsculas na 
vertical não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Agentes geleificantes x concentração de sacarose 

Plantas cultivadas em ágar com concentrações de 15 gL-1 e 30 gL-1 de 

sacarose apresentaram alterações estatisticamente significativas entre si (Tabela 3). A 

espessura das variáveis: limbo; epidermes adaxial e abaxial; e parênquima paliçádico 

e parênquima lacunoso apresentou aumento estatisticamente significativo em meio 

Espessura foliar (mm) 
Qualidade de luz  Agente geleificante 

Ágar  Phytagel 
Fluorescente  0,225 Aa  0,179 Ba  
LED Branca  0,189 Ab 0,199 Aa 
LED AV*   0,162 Bb 0,209 Aa  

Epiderme adaxial (mm) 
Qualidade de luz  Agente geleificante 

Ágar  Phytagel 
Fluorescente 0,019 Aa 0,017 Bb 
LED Branca  0,016 Bb 0,020 Aa 
LED A/V*  0,016 Bb 0,019 Aa 

Parênquima paliçádico (mm) 
Qualidade de luz  Agente geleificante 

Ágar  Phytagel 
Fluorescente          0,067Aa 0,047 Ba 
LED Branca 0,051Ab 0,047 Aa 
LED AV 0,049Ab 0,055 Aa 

Parênquima lacunoso (mm) 
Qualidade de luz  Agente geleificante 

Ágar  Phytagel 
Fluorescente        0,122 Aa 0,099 Ba 
LED Branca  0,102 Aa 0,112 Aa 
LED AV       0,081 Bb 0,116 Aa 

Epiderme abaxial (mm) 
Qualidade de luz  Agente geleificante 

Ágar  Phytagel 
Fluorescente     0,018Aa 0,014Bb 
LED Branca   0,016Bab 0,019Aa 
LED AV   0,016Bb 0,018Aa 
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de cultura com maior concentração de sacarose (Tabela 3).  Plantas cultivadas em 

Phytagel com concentrações de 15 gL-1 e 30 gL-1 de sacarose também apresentaram 

alterações estatisticamente significativas entre si (Tabela 3). Entretanto, nesse 

tratamento, a espessura do limbo e da epiderme abaxial foi significativamente maior 

em plantas cultivadas em meio de cultura com menor concentração de sacarose. A 

espessura das demais variáveis analisadas, por sua vez, não apresentou diferenças 

significativas entre as concentrações analisadas (Tabela 3).   

Plantas cultivadas em ambos os agentes geleificantes apresentaram diferenças 

anatômicas significativas de acordo com a concentração de sacarose no meio, mas a 

interação entre os agentes geleificantes e as concentrações de sacarose no meio de 

cultivo não foi significativa (Tabela 3). A espessura foliar em plantas cultivadas com 

30 gL-1 de sacarose foi maior em ágar e em plantas cultivadas com 15 gL-1 de 

sacarose foi maior em Phytagel. A espessura da epiderme adaxial e da epiderme 

abaxial em plantas cultivadas com 15 gL-1 de sacarose foi maior em Phytagel. Em 

plantas cultivadas com 30 gL-1 de sacarose a espessura da epiderme adaxial não 

diferiu entre os agentes geleificantes, enquanto a espessura da epiderme abaxial foi 

maior em ágar. A espessura do parênquima paliçádico em plantas cultivadas com 15 

gL-1 de sacarose foi maior em Phytagel, enquanto em plantas cultivadas com 30 gL-1 

de sacarose a espessura desse parênquima não diferiu entre os agentes geleificantes. 

Considerando os agentes geleificantes, a espessura do parênquima paliçádico foi 

maior em plantas cultivadas em ágar com 30 gL-1 de sacarose e,  em plantas 

cultivadas em Phytagel não houve diferença entre as concentrações de sacarose. A 

espessura do parênquima lacunoso em plantas cultivadas com 15 gL-1 de sacarose foi 

maior em Phytagel, enquanto em plantas cultivadas com 30 gL-1 de sacarose a 

espessura desse parênquima não diferiu entre os agentes geleificantes. 
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Tabela 3. Características anatômicas de plântulas in vitro de Polygala paniculata 
afetadas pela relação entre agentes geleificantes e concentração de sacarose, após 45 
dias de cultivo. 

Espessura foliar (µm) 

Agentes geleificante 
Sacarose (g L-1) 

15  30  
Ágar 0,16Bb 0,20Aa 

Phytagel 0,21 Aa 0,18Bb 
Epiderme adaxial (µm) 

Agentes geleificante 
Sacarose (g L-1) 

   15  30  
Ágar 0,015Bb 0,019Aa 

Phytagel 0, 019Aa 0,017Aa 
Parênquima paliçádico (µm) 

Agentes geleificante 
Sacarose (g L-1) 

15  30  
Ágar 0,048Ba 0,054Aa 

Phytagel 0,063Aa 0,046Ab 
Parênquima lacunoso (µm) 

Agentes geleificante 
Sacarose (g L-1) 

15  30  
Ágar 0,08Bb 0,11Aa 

Phytagel 0,11Aa 0,10Aa 

Epiderme abaxial (µm) 

Agentes geleificante 
Sacarose (g L-1) 

15  30  
Ágar 0,015Bb 0,018Aa 

Phytagel 0,018Aa 0,016Bb 
Médias seguidas das mesmas letras maiúsculas, na horizontal, e letras minúsculas, na 
vertical, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Características anatômicas das folhas diferem entre os tratamentos 

O cultivo de P. paniculata sob diferentes condições luminosas não alterou a 

estrutura dorsiventral e anfiestomática da lâmina foliar observada in situ (Fig. 2). No 

entanto, observações de imagens de microscopia de luz (Figs. 3 e 4), evidenciaram 

que características anatômicas qualitativas das folhas de P. paniculata foram 

sensíveis aos tratamentos e apresentaram modificações no tamanho das células, na 

espessura das paredes celulares e na densidade dos cloroplastos.  

Em plantas cultivadas em ágar, em 15 g L-1 (Figs. 3A-3F) e em 30 g L -1 

(Figs. 3G-3L) de sacarose, a nervura mediana não apresentou alterações anatômicas. 
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Da mesma maneira, em plantas cultivadas em Phytagel, em 15 gL-1 (Figs. 3A-3F) e 

em 30 gL -1 (Figs. 3G-3L) de sacarose, a nervura mediana não apresentou alterações 

evidentes na estrutura anatômica.   

 

Figura 3. Efeitos da qualidade de luz e concentração de sacarose sobre a anatomia 
foliar de Polygala paniculata, após 45 dias de cultivo in vitro. (A-F). Secções 
transversais da nervura central em plantas cultivadas em ágar  (A-C) 15 gL-1 de 
sacarose. (D-E). 30 gL-1 de sacarose. (G-L). Secções transversais da nervura central 
em plantas cultivadas em Phytagel. (G-H) 15 gL-1 de sacarose. (I-L). 30 gL-1 de 
sacarose. ead: epiderme face adaxial; eab: epiderme face abaxial; fv: feixe vascular; 
co: córtex; pp: parênquima paliçádico. Barras: 100µm. 

 

A estrutura do mesofilo apresentou  modificações conspícuas  em ambos os 

tratamentos (Fig. 4). Plantas cultivadas em ALF15 apresentam limbo foliar com 

estrutura anatômica semelhante à observada em plantas ex situ, tais como células 
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epidérmicas volumosas, parênquima paliçádico apresenta células justapostas com 

paredes definidas e parênquima lacunoso com células volumosas e espaços 

intercelulares conspícuos (Fig. 4A). Plantas submetidas ao tratamento A30LF, por 

sua vez, apresentam mesofilo com menos espaços intercelulares, paredes celulares 

muito delgadas e pouca distinção entre os parênquimas paliçádico e lacunoso (Fig. 

4D). As plantas cultivadas em A15LB apresentam mesofilo com parênquima 

paliçádico composto por células menos volumosas, com parede celular mais 

espessada e arranjo frouxo; o parênquima lacunoso apresenta células de menor 

volume, alongadas periclinalmente e espaços intercelulares conspícuos (Fig. 4B). As 

plantas submetidas a A30LB (Fig. 4E) apresentaram mesofilo mais denso e 

compacto; o parênquima paliçádico apresenta células mais volumosas e justapostas 

com paredes celulares delgadas, enquanto o parênquima lacunoso apresenta células 

volumosas com paredes celulares esspessadas. Plantas cultivadas em A15LAV (Figs. 

4C), apresentaram mesofilo com parênquima paliçádico composto por células pouco 

volumosas, de parede celular delgada e arranjo frouxo; o parênquima lacunoso 

apresenta células de menor volume, alongadas periclinalmente e espaços 

intercelulares conspícuos, mas o que se destaca nesse tratamento é a grande 

densidade dos cloroplastos. As plantas submetidas ao tratamento A30LAV 

apresentam mesofilo com parênquima paliçádico composto por células mais 

volumosas e justapostas com paredes celulares mais espessadas, enquanto o 

parênquima lacunoso apresenta poucas camadas de células alongadas periclinalmente 

com espaços intercelulares evidentes (Fig. 4F). 

Plantas cultivadas em Phytagel com 15 g L-1, observadas pelas imagens de 

microscopia de luz também evidenciam alterações das características anatômicas 

qualitativas e quantitativas que não foram mensuradas (Fig. 4). As plantas cultivadas 

em P15F apresentam o mesofilo composto por parênquima paliçádico com células 

com arranjo frouxo e parênquima lacunoso com células com forma e volume 

variados e espaços intercelulares conspícuos (Fig. 4G). Plantas submetidas ao 

tratamento P30F, por sua vez, apresentam mesofilo compacto constituído por 

parênquima paliçádico com células justapostas; parênquima lacunoso com células de 

forma e volume variados e redução dos espaços intercelulares (Fig. 4J). Plantas 

cultivadas em P15LB apresentam parênquima paliçádico e lacunoso com células 

volumosas, paredes celulares espessadas e espaços intercelulares (Fig. 4H). Plantas 
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cultivadas em P30LB apresentam tecidos da nervura mediana (Fig. 4L) e do mesofilo 

pouco diferenciados e compactos, com células volumosas, citoplasma denso e núcleo 

conspícuo. Plantas submetidas ao tratamento P15LAV apresentam parênquima 

paliçádico com células volumosas e justapostas e parênquima lacunoso com células 

volumosas e espaços intercelulares conspícuos e, provavelmente, preenchidos por 

mucilagem. (Fig. 4I). Plantas submetidas ao tratamento P30LAV (Fig. 4M) 

apresentam parênquima paliçádico com células volumosas e justapostas e 

parênquima lacunoso com células volumosas e espaços intercelulares menos 

evidentes. 

 

Figura 4. Efeitos da qualidade de luz e concentração de sacarose sobre a anatomia 
foliar de Polygala paniculata cultivada em Phytagel, após 45 dias de cultivo in vitro. 
Secções transversais da nervura central (A, E, I) e do limbo foliar (B, F, J) em 
plantas cultivadas em Phytagel com 15 gL-1 de sacarose. Secções transversais da 
nervura central (G, F, L) e do limbo foliar (D, H, M) em plantas cultivadas em 
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Phytagel com 30 gL-1 de sacarose. ba: bainha do feixe; ead: epiderme adaxial; eab: 
epiderme abaxial; co: córtex; pl: parênquima lacunoso; pp: parênquima paliçádico. 
Barras: 100µm. 

 

DISCUSSÃO 

Qualidade espectral 

A morfogênese das folhas de P. paniculata foi responsiva a LF, onde 

observou-se o aumento da espessura da lâmina foliar, da epiderme adaxial e abaxial, 

parênquima palilacunoso, quando comparado aos tratamentos com LB e LAV, e 

similaridade com as características da lâmina foliar de plantas ex vitro. Esses 

resultados estão em consonância com os resultados observados em Solanum 

lycopersicum (Arena et al. 2016), quando cultivada sob as mesmas qualidades 

espectrais do presente estudo. Entretanto, esses resultados diferem dos estudos de 

Sæbo et al. (1995) e Li et al. (2013), que indicaram que os comprimentos de onda 

AV apresentaram resultados mais significativos sobre a anatomia foliar e sobre o 

desenvolvimento das plantas. 

Em LF predominam comprimentos de onda com ampla variação (350 a 750 

nm), com irradiâncias ativas em faixas de espectros com menor importância para a 

fotossíntese das plantas e com energia insuficiente para desenvolvimento das 

mesmas (Kim et al. 2004; Gupta e Jatothu, 2013). Ao passo que, em LAV são 

disponibilizados os comprimentos de onda específicos, azul (450-495nm) e vermelho 

(620-750nm), fotossinteticamente importantes para as plantas (Schuerger et al. 1997; 

Gupta e Jatothu, 2013; Alvarenga et al. 2015), e responsáveis pela qualidade 

morfofisiológica das mesmas. Diante dessas características, é comum se esperar que 

plantas cultivadas em LAV deveriam apresentar melhores taxas de desenvolvimento 

e diferenciação adequada dos tecidos e órgãos vegetais. No entanto, resultados 

distintos como os de P. paniculata sugerem que as respostas das espécies vegetais 

respondem de modos distintos a esse fator.  

As respostas distintas entre as espécies vegetais podem correlacionar-se à 

demanda espécie-específica da quantidade de cada comprimento de onda (Silva et 

al., 2016). O uso de lâmpadas LED, além de permitir a determinação específica de 

comprimentos dos onda fotossinteticamente importantes, azul e vermelho, em 
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lâmpadas monocromáticas, possibilita a mistura e combinação balanceada entre esses 

comprimentos de onda (Bello-Bello et al. 2016) e tem sido utilizada como um 

recurso para aumentar a qualidade morfofisiológica das plantas (Silva et al. 2016; 

Schuerger et al. 1997), tendo em vista o papel modulador específico de cada um 

deles (Gupta e Jatothu, 2013).  

Tecidos como o parênquima paliçádico se apresentaram mais delgados em 

tratamentos com níveis de luz com baixo espectro (Barreiro et al., 1992), altos níveis 

de luz vermelha e, ou baixo níveis de luz azul (Sæbø  et al. 1995). Estudos com 

resultados semelhantes, observaram que pequenas alterações nas proporções entre os 

comprimentos de onda AV resultam em modificações significativas na anatomia 

foliar (Schuerger et al., 1997; Sæbø  et al., 1995; Kim  et al., 2004; Li et al., 2013) e 

sobrevivência de plantas (Li et al., 2013). Essas observações sugerem que os níveis 

de fótons AV estejam relacionados a ocorrência células com organelas celulares 

íntegras e fotossinteticamente funcionais (Sæbø  et al. 1995). Desse modo, que o 

ajuste dos níveis dos comprimentos de onda de onda azul e vermelho, para essa 

espécie possa conduzir à obtenção de plantas com maior qualidade morfofisiológica. 

O papel regulador dos espectros fotossintetizantes estão relacionados a 

fotorreceptores proteicos em plantas (Smith, 1982; Gyula et al. 2003). Os 

fotorreceptores são ativados por comprimentos de onda específicos e, então, 

modulam a expressão de genes envolvidos em processos fisiológicos e diferenciação 

celular (Brigs e Olney, 2001; Gyula et al. 2003), o que pode induzir a uma maior 

qualidade morfosiológica das plantas. Dentre os efeitos desses espectros destaca-se a 

atividade moduladora da luz vermelha sobre o aparato fotossintético das plantas e 

acúmulo de grãos de amido em cloroplastos (Schuerger et al. 1997; Sæbo et 

al.1995), e da luz azul sobre a para síntese de clorofila e diferenciação de 

cloroplastos e estômatos (Sæbo et al. 1995, Li et al. 2013).  

As condições de luz influenciam  o metabolismo primário e secundário das 

plantas (Szopa e Ekiert; 2016; Batista et al. 2016), embora os conhecimentos sobre 

esses efeito ainda sejam fragmentados (Szopa e Ekiert; 2016). Folhas de P. 

paniculata apresentam cavidades secretoras de óleos essenciais (Pizzolati et al. 

2011), que tem origem a partir do meristema fundamental, tecido primário 

responsável pela diferenciação dos tecidos fundamentais, como os parênquimas 



  

   61 
 

paliçádico e o lacunoso. Tendo em vista os efeitos da qualidade espectral sobre o 

mesofilo dessa espécie e sobre o metabolismo secundário, como os voláteis, é 

possível que haja interação entre esses fatores e a síntese e acúmulo de óleos 

essenciais pelas cavidades secretoras presentes na folha. (Alvarenga et al. 2015; 

Batista et al. 2016). 

 

Concentração de sacarose x agente geleificante 

Plantas cultivadas em meios de cultura com agentes geleificantes possuem 

contato físico direto com os nutrientes e o utilizam como suporte durante o 

desenvolvimento (Ivanova e Van Standen, 2011). A composição distinta dos agentes 

geleificantes tem efeitos diretos sobre o desenvolvimento das plantas, mas essa 

relação é espécie-específica (Ivanova e Van Standen, 2011), e, por isso, deve ser 

testada e comparada para a adequação do protocolo a ser utilizado (Reis et al. 2005). 

Ágar e Phytagel apresentaram efeitos distintos sobre o desenvolvimento, crescimento 

e anatomia foliar de plantas de P. paniculata. Plantas cultivadas em ágar 

apresentaram-se morfologicamente mais desenvolvidas que plantas cultivadas em 

Phytagel, assim como observado em Aloe polyphylla (Ivanova e Van Staden, 2010), 

onde os autores observaram maior desenvolvimento e identificaram menores níveis 

de hiperidricidade.  

As diferenças observadas entre os tratamentos podem ser atribuídas a 

características físico-químicas do meio, como a concentração dos agentes 

geleificantes de cada meio (Debergh, 1983; Jainet al.2009; Ivanova et al.2010). O 

ágar apresenta concentração de 6.5 g L-1, enquanto o Phytagel apresenta 

concentração de 2.5 gL-1. A diferença na concentração se deve ao grau de firmeza do 

meio de cultura que altera a difusão e a mobilidade de nutrientes e água disponíveis 

no meio para os explantes em desenvolvimento (Kumar et al. 2003; Jain et al. 2009). 

Desse modo, menores concentrações podem favorecer maiores níveis de translocação 

e disponibilidade de água e nutrientes às plantas, ao passo que o aumento da 

concentração pode induzir a diminuição na absorção dessas substâncias (Ivanova e 

van Staden, 2011). 
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A despeito das diferenças citadas entre os agentes geleificantes, plantas de P. 

paniculata cultivadas em ágar apresentram maior espessura dos tecidos foliares, 

quando desenvolvidas em 30 g L-1 de sacarose. No entanto, nesse tratamento 

observou-se que as plantas apresentaram maior número de folhas, pouco expandidas 

e com paredes celulares pouco espessadas. Concentrações mais baixas de sacarose, 

por sua vez, não induziram aumentos significativos na espessura dos tecidos, mas as 

plantas submetidas a essa condição apresentam plantas maiores, com menor número 

de folhas, que no entanto, se apresentaram mais expandidas e com paredes celulares 

espessadas. Essas diferenças podem relacionar-se aos efeitos da sacarose sobre 

diferenciação ultraestrutural dos tecidos fotossintetizantes, favorecendo a 

diferenciação de plastídeos com membranas desenvolvidas, e, consequentemente, a 

fotossíntese e o crescimento as plantas (Serret e Trillas, 2000). Em adição, o melhor 

desenvolvimento de plantas cultivadas em ágar em relação às plantas cultivadas em 

Phytagel, pode estar relacionado à formação de raízes nesse tratamento, o que sugere 

que a presença das mesmas pode ter atuado como um mecanismo compensatório 

para aumentar a absorção de sacarose e água.  

 

CONCLUSÕES 

A variação na qualidade espectral, agentes geleificantes e concentração de 

sacarose induziu as diferenças morfológicas, alterações quantitativas e qualitativas na 

anatomia de P. paniculata. Os tratamentos com LF, em ágar ou Phytagel, induziram 

o desenvolvimento e a anatomia similares aos observados em plantas ex situ. As 

concentrações de sacarose influenciaram o desenvolvimento da espécie. Plantas em 

ágar apresentaram aumento da espessura foliar, das epidermes adaxial e abaxial, 

parênquimas paliçádico e lacunoso, quando cultivadas em 30 gL-1, enquanto plantas 

cultivadas em Phytagel apresentaram aumento da espessura foliar e da epiderme 

abaxial, quando cultivadas em em 15 gL-1. O melhor desenvolvimento das plantas 

cultivadas em ágar pode estar relacionado à formação de raízes, o que provavelmente 

favoreceu a absorção de água, sacarose e nutrientes. Embora LAV não tenha 

apresentado resultados significativos, mediante a importância dos coprimentos de 

onda azul e vermelho para a qualidade morfosiológica e química das plantas, sugere-

se que o efeito das proporções entre esses comprimentos de onda sobre o crescimento 
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e desenvolvimento seja investigado em P. paniculata, bem como suas respostas 

ultraestuturais e síntese de compostos do metabolismo secundário.  
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CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 A correta classificação de sítios secretores em plantas, assim como 

informações sobre o seu desenvolvimento e características da secreção e mecanismo 

secretor devem ser subsidiados por estudos estruturais, ultraestruturais e 

histoquímicos das estruturas secretoras. A realização desses estudos em Polygala 

paniculata permitiram a correta classificação e identificação de sítios secretores de 

óleos essenciais na espécie: tricomas unicelulares em folhas e caules, cavidades de 

origem em folhas e células parenquimáticas no córtex das raízes secretam óleos 

essenciais, sendo que em tricomas e raízes predominam teprenos de baixo peso 

molecular, enquanto nas cavidades predominam terpenos de alto peso molecular. O 

desenvolvimento e processo secretor de tricomas e cavidades envolvem o mecanismo 

de morte celular programa. Os dados ultraestruturais permitiram compreender o 

papel das organelas na síntese dos produtos secretados, bem como correlacionar a 

ultraestrutura com as características químicas específicas da secreção em cada sítio 

secretor. Adicionalmente, foi possível compreender os mecanismos de síntese e 

eliminação de susbtâncias hidrofóbicas, evidenciando particularidades do processo 

secretor em cada estrutura. 
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 Alterações na qualidade espectral, agentes geleificantes e concentração de 

sacarose durante o cultivo de P. paniculata influenciam o crescimento da espécie e 

induziram a alterações qualitativas e quantitativas na anatomia foliar. O cultivo de P. 

paniculata sob lâmpadas fluorescentes e em ágar com 30 g L-1 apresentou resultados 

significativos em relação aos demais tratamentos. Desse modo, o cultivo in vitro de 

P. paniculata sob essas condições é recomendando. No entanto, mediante a 

importância dos comprimentos de onda azul e vermelho para a diferenciação 

adequada de organelas, células e tecidos, recomenda-se a análise dos mesmos em 

lâmapadas LED monocromáticas ou em misturas balanceadas, de modo a 

compreender o papel modulador dos mesmos sobre essa espécie. Análises adicionais, 

ultraestruturais, fisiológicas e químicas poderiam esclarecer ainda mais os efeitos das 

condições ambientais testadas sobre as características folhas de P. paniculata, bem 

como sobre as características fotossintéticas. 


