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Introdução

A cultura de tecidos vegetais consiste em uma série de 
protocolos que permite a multiplicação em grande escala de 
plantas na condição in vitro (ou seja, em laboratório), sendo 
uma das formas de conservação ex situ de germoplasmas de 
plantas (
cultivo in vitro

a qual toda célula vegetal possui a integridade da informa-

mesmo regenerar a planta completa. O material vegetal com 
capacidade proliferativa (explante), quando em condições de 
assepsia, temperatura, umidade e luminosidade controladas, 

-
gas aos hormônios vegetais), que são adicionados a um meio 

-

de células sensíveis aos reguladores de crescimento.

A conservação de germoplasmas por cultivo in vitro é indi-
cada, principalmente, para espécies nativas ou exóticas, cujas 

período juvenil (que demoram a produzir sementes), que 
possuem alta heterozigosidade ou propagação vegetativa. A 
conservação ex situ por meio do cultivo in vitro reduz o risco 
da perda de clones por intempéries, desastres ambientais 
ou ataque de pragas e patógenos ( ; ; 



da planta matriz e idade do órgão doador de explantes, bem 
como exógenos (época da coleta, composição do meio de 

sucesso do cultivo in vitro ( -
culdades relacionadas à manutenção de germoplasmas por 
cultivo in vitro, citam-se: demanda por recursos humanos 

na sala de crescimento, como luz, temperatura e assepsia 
adequadas; ocorrência de alterações epigenéticas no material 

de protocolos adequados à espécie de interesse.

Não obstante, a conservação de germoplasmas por cultivo 
in vitro tem sido operacionalizada com espécies nativas e 
cultivadas em laboratórios de universidades, empresas e 
institutos de pesquisa. Isso decorre de seu grande potencial 
em termos de conservação de recursos genéticos para diver-
sos estudos, incluindo os de micropropagação de espécies 
nativas ameaçadas de extinção em projetos de resgate de 
populações vegetais em ambientes degradados, micropropa-
gação de espécies frutíferas e ornamentais, triagem e produ-

mudas livres de patógenos (limpeza clonal), além de diversas 

Etapas da cultura de tecidos vegetais

Os materiais vegetais com potencial morfogenético – isto 
é, capazes de iniciar uma cultura de tecidos – incluem 



sementes, bulbos, miniestacas, embriões, pólen, óvulos, 

de fonte para a obtenção de explantes, pequenos segmen-
tos retirados de uma planta matriz para iniciar o protocolo 
de micropropagação.

A regeneração de órgãos e plantas inteiras in vitro se funda-
menta em três pilares: totipotência celular, desdiferenciação 
e balanço hormonal. Totipotência é a capacidade que toda 
célula vegetal tem, sob estímulos apropriados, de regenerar 
tecidos, órgãos e a planta completa ( ; ; , 

-

rotas metabólicas e se diferenciar novamente, assumindo 
novas funções no contexto dos tecidos e órgãos regenerados. 

-
mente, ao equilíbrio das concentrações de auxinas e citoci-
ninas no meio, o que é fundamental para o desenvolvimento 
vegetal (

Em alguns casos, algumas células do explante podem 
retornar a um estado extremamente indiferenciado e alta-
mente proliferativo, dando origem aos calos. Estes podem 
seguir duas rotas distintas, originando diretamente raízes e 
brotos – os chamados calos organogênicos –, ou dar origem 
a embriões, que, por sua vez, são embriogênicos. As etapas 
da micropropagação in vitro de plantas estão resumidas 



 Etapas da micropropagação in vitro
Fonte: elaborada pelos autores.

A escolha da planta matriz é uma etapa fundamental para o 
sucesso do cultivo in vitro, uma vez que as plantas produzi-
das são clones da planta doadora dos explantes. Portanto, a 
planta matriz deve apresentar boas condições morfológicas 

da planta doadora, apresentam maior capacidade de rege-
neração ( ; ; 

Quando um explante é colocado em um meio de cultivo, ele 
pode regenerar plantas completas por meio de dois proces-

-

ocorrência da fusão de gametas. A organogênese surge como 

em direta ou indireta. Na organogênese direta, uma planta 



completa é regenerada diretamente do explante. Gemas e 
brotações surgem a partir de tecidos – câmbio vascular, base 
do pecíolo em dicotiledôneas, base de folhas e escamas em 
bulbos de monocotiledôneas, segmentos de raízes, entre 
outros – que apresentam potencial morfogenético na planta 
in vivo, mas que, em geral, não se expressam. Na organogê-
nese indireta, primeiramente são formados os calos, que 
podem originar brotos, utilizados para regenerar plantas 
( ; 
possível obter linhas celulares cultivadas em meio líquido, 
dando origem ao cultivo de suspensões celulares. Essas 
suspensões podem ser utilizadas para produzir metabólitos 

-
minadas protoplastos.

Assepsia dos explantes

A contaminação dos explantes por microrganismos é um 
dos maiores entraves para a cultura de tecidos in vitro 

coleta do material da planta matriz, utilizando substâncias 
germicidas para impedir que os microrganismos (bactérias 
e fungos) se desenvolvam nos frascos de meio de cultura, 
inviabilizando o cultivo.



 Contaminação em cultura de tecidos. Na porção “A”, fungo 
em semente de cagaita (Eugenia dysenterica). Na “B”, bactéria em 
semente de baru (Dipteryx alata)
Fonte: fotos tiradas por Livia Cristina da Silva no Laboratório de Cultura de 

melhorando a interação com os germicidas. Dos compos-
tos com ação germicida, os principais utilizados são etanol, 

clorídrico e isopropanol. O tempo de imersão, a concentração 
e o tipo de germicida variam com a espécie vegetal e o tipo de 
explante ( ; -

ambiente livre de contaminantes do ar. Após o tratamento 
-

lada, esterilizada para a remoção de resíduos químicos que 
possam interferir na regeneração in vitro. 

Inoculação dos explantes em meio nutritivo

Os meios de cultivo de tecidos vegetais fornecem elementos 
para o desenvolvimento e regeneração de tecidos, e seus 



carbono, enquanto os opcionais são inositol, agentes gelei-

( ; ; ; 

vegetais e participa dos processos de divisão e crescimento 
celular, bem como de processos químicos e bioquímicos 
( ; ; -
lada e esterilizada para maior controle das características do 
meio de cultivo ( ; ; 

Os sais minerais (macro e micronutrientes) são requeridos 
nos mais diversos processos vitais do vegetal. Os macronu-
trientes são requeridos em maior abundância nas plantas, 
como o carbono, oxigênio, hidrogênio, nitrogênio, fósforo, 

são requeridos em baixas concentrações (miligramas ou 
microgramas por litro de meio). São eles: boro, cloro, cobre, 
ferro, manganês, molibdênio, níquel e zinco (

de certas espécies, como cobalto, selênio, níquel e silício 
(

Os componentes orgânicos do meio incluem os carboidratos, 
vitaminas e reguladores de crescimento. Os carboidratos 
são usados na respiração para produção de energia e cons-



cultivo in vitro são: sacarose, glicose e frutose, geralmente 
; -

minas são utilizadas em baixas concentrações e regulam o 
metabolismo celular. As vitaminas hidrossolúveis (grupo B), 

ascórbico (vitamina C) (

-
-

crescimento e diferenciação celular ( ; ; , 
-

guladores, sozinha ou em combinação, pode suprir possíveis 

de reguladores utilizados são as auxinas e as citocininas, e, 

( , 

As auxinas participam da regulação do crescimento geral da 
planta. Em baixas concentrações, promovem crescimento 
radicular e, em altas concentrações, inibem o crescimento 
das raízes. As citocininas regulam muitos processos na 
planta, entre eles: divisão celular, morfogênese, maturação 
de cloroplastos, crescimento celular e senescência, além de 

 
-

ções de auxinas e citocininas no meio de cultivo pode surtir 



diferentes resultados na regeneração de órgãos, posto que 
altas concentrações de auxinas e baixas concentrações de 
citocininas induzem o enraizamento dos explantes, enquanto 
a relação inversa promove a formação de parte aérea 
(

no cultivo de algumas espécies. O inositol participa do meta-
bolismo de compostos poli-hídricos nas plantas, germinação 
de algumas sementes, transporte de açúcares, metabolismo 

; 

aos explantes durante o cultivo, e o mais utilizado deles é 

( ; ; 
reduzem as taxas de crescimento das plantas, removendo o 

muito utilizados para a conservação in vitro por longos perío-
dos ( -
dos são a sacarose, o manitol e o sorbitol. Os antioxidantes 
previnem ou minimizam a oxidação que ocorre nos tecidos 
após o corte realizado nos subcultivos, principalmente em 
espécies com maior teor endógeno de taninos ou hidroxife-
nóis. Os principais antioxidantes utilizados no meio de cultivo 
são: carvão ativado, cisteína, polivinilpirrolidona (

desencadear uma série de reações bioquímicas que culmina 

resposta ao estímulo recebido ( ; 
Elicitores bióticos adicionados ao meio de cultivo induzem a 



de elicitores bióticos (
derivam de outros organismos e podem ser de natureza física 
ou química, como choque térmico, adição de metais pesados 
ao meio de cultivo, aumento da luz incidente, mudanças na 
qualidade espectral da luz, aumento ou diminuição do pH 
ideal do meio ou restrição de elementos no meio de cultivo 
( ; 

em que ocorre maior biodisponibilidade de nutrientes. Meios 
-

apresentar precipitação de sais ( ; ; 

Crescimento

-

os dois últimos os mais comuns, uma vez que a planta utiliza 
tanto carbono inorgânico ( ) quanto orgânico (adicionado 

-
in vitro, pois resulta em maiores 

taxas de sobrevivência na fase de aclimatação ( ; ; 

cultivo, os frascos são vedados para garantir um ambiente 
estéril. O tipo de vedação pode ou não permitir trocas gaso-
sas entre o material vegetal e o meio externo, dependendo da 



; ; 

controladas de luz e temperatura que variam de acordo com 
a espécie ( ; 
incubação e crescimento das mudas, é realizado o estabe-
lecimento de subculturas. Para isso, as plantas retornam à 

e cada segmento (novo explante) é inoculado em um novo 
meio de cultura com hormônios para induzir a brotação e o 

É muito importante realizar a revitalização para acessos que 
permaneçam na condição in vitro 
passaram por muitos subcultivos sucessivos. Isso é feito pela 
reintrodução do material em casa de vegetação ou campo, 
de maneira a permitir a reativação de seu metabolismo em 
todos os níveis. A partir do(s) material(is) revitalizado(s) que 
apresente(m) crescimento e desenvolvimento dentro dos 
padrões esperados, novos explantes são retirados para dar 
origem a uma nova cultura in vitro.



 Multiplicação e enraizamento em Lomatozona 
artemisiifolia. Na porção “A”, explantes inoculados em meio 
de cultura contendo  
(Benzilaminopurina); no “B”, microbrotos formados nos explantes; e 
no “C”, enraizamento da planta
Fonte: fotos tiradas por Marlene Pires Moreira no Laboratório de Cultura 
de Tecidos Vegetais da 

Aclimatização

etapa da micropropagação, que envolve a transferência da 
planta cultivada in vitro para a casa de vegetação ( , 

muitas mudas é alto devido às mudanças nas condições de 
crescimento, pois a planta deixa um ambiente estéril, sendo 

de microrganismos, necessitando desenvolver seus próprios 
mecanismos de defesa. Também deixa seu estado heterotró-

-



luminosidade e umidade variam muito em relação ao seu 
ambiente prévio (condição in vitro), aumentando as taxas 

hídrico e luminoso.

 Lomatozona artemisiifolia aclimatada após micropropagação
Fonte: fotos tiradas por Marlene Pires Moreira nas casas de vegetação da 

A aplicação exógena de  durante o cultivo in vitro pode 
melhorar a resposta adaptativa das plantas na fase de acli-
matização, reduzindo as taxas transpiratórias, mesmo que 
as plantas recém-retiradas da condição in vitro apresentem 
estômatos não funcionais (

O tipo de substrato utilizado também contribui para o sucesso 
nessa etapa. Cada espécie possui diferentes demandas nutri-

substrato para obter o maior número de plantas aclimatadas.



Fatores que interferem no cultivo in vitro

O sucesso do cultivo in vitro depende de condições externas 
-

rio do explante utilizado. A seguir, discutiremos em mais 
detalhes os principais fatores que devem ser considerados 
para o estabelecimento de um protocolo de cultivo in vitro 
de plantas.

Luz e temperatura

A luz é fundamental para a fotossíntese e para a fotomorfo-
gênese das plantas (

e desenvolvimento, interferindo na quantidade e propor-

e comprimento de caule ( -
sentam exigências diferenciadas em relação ao fotoperíodo, 

de incidência luminosa e mil lux de intensidade luminosa na 
condição in vitro ( ; 

Na cultura de tecidos, geralmente se utiliza uma temperatura 
º ºC. Na natureza, as plantas 

morfogênese vegetal. Portanto, adaptações na temperatura 
podem ser requeridas dependendo das espécies estudadas.



células e tecidos, exibindo um aspecto translúcido e quebra-
diço ( -
ção com altas temperaturas, baixa intensidade luminosa e 
alta umidade relativa no interior do frasco de cultivo. Esse 
fenômeno é reversível, com a transferência para um novo 
meio de cultura e uma maior atenção a todos os componen-
tes e condições de cultivo (

favorecer a redução da umidade excessiva dentro dos frascos 
de cultivo, bem como a possibilidade de melhoria geral da 
arquitetura da plântula ( ; ; 

Variação somaclonal

Uma planta mantida em condição ex situ, particularmente na 
condição in vitro, pode, eventualmente, apresentar variações 
somaclonais, ainda que todas sejam clones de uma mesma 
planta matriz. Essas alterações podem ser de natureza 
genética ou epigenética e são mais comuns após sucessivas 
repicagens e passagens por meios de cultura contendo os 
reguladores de crescimento.

As variações somaclonais de natureza genética ocorrem dire-
tamente no 
migrações desequilibradas de cromossomos na mitose, inver-

 
de causa desconhecida transmitida às próximas gerações 
( ; ;  

As variações somaclonais de natureza epigenética levam 
a variações fenotípicas sem alterações nas sequências dos 



nucleotídeos. Nas alterações epigenéticas, as mudanças 
fenotípicas resultam de alterações espontâneas ou induzidas 
nos padrões de expressão de genes devido a mudanças no 
padrão de metilações do  (
acetilações das histonas (  et 

; ; 
Também é possível que uma alteração epigenética desenca-
deie uma alteração genética na sequência de , resultando 
em variantes somaclonais. Um exemplo disso é a reativação 
de elementos transponíveis por meio da perda de metilação 
do  na região genômica em que eles estejam inseridos. 
Os saltos dos elementos transponíveis podem ser tanto para 
dentro quanto para fora de sequências de 
ou regulatório. Eventualmente, esse evento pode alterar a 
sequência de nucleotídeos do sítio e/ou do sítio receptor do 
elemento transponível, dependendo do tipo de elemento em 
questão ( ;  
Situações que gerem estresse à planta no cultivo in vitro 
podem desencadear o surgimento de variantes somaclo-

a altas temperaturas por um longo período de tempo, por 
exemplo, aumentam as chances das variantes surgirem 
(

Essas variações durante o cultivo in vitro
obtenção de clones com características superiores, selecio-
nadas anteriormente ao cultivo. No entanto, elas podem, 

e induzir o surgimento de alguma característica de interesse 
(



Cultivo in vitro aplicado à conservação 
de recursos genéticos vegetais

A conservação dos recursos genéticos por meio de uma 
coleção de germoplasmas de cultivo in vitro requer técnicas 
que minimizem os riscos advindos do longo período de arma-
zenamento, o que pode acabar inativando alguns processos 
metabólicos de natureza vital na planta. Nesse sentido, o 
uso de meios de crescimento mínimo ou a criopreservação 

germoplasmas (

Crescimento lento ou mínimo é o método utilizado na conser-
vação de plantas in vitro, que consiste em reduzir o metabo-

-
ferir na viabilidade das plantas regeneradas (
objetivo é alcançado mediante alteração das condições físicas 
e químicas da micropropagação. As alterações químicas se 
referem aos constituintes dos meios de cultivo. Nesse caso, 
são adicionados osmorreguladores nos meios de cultura, 
geralmente manitol, sorbitol ou sacarose, reguladores de 
crescimento, ou diminuídos e até suprimidos alguns consti-
tuintes orgânicos e inorgânicos. A aplicação de  tem sido 
relatada como alternativa para a redução do metabolismo no 
crescimento mínimo, promovendo uma melhoria na conser-
vação in vitro (
na redução da temperatura de cultivo, alteração do tipo de 
vedação dos frascos de cultivo e da intensidade e duração 
do fotoperíodo ( ; ; 



no sistema de crescimento mínimo incluem palmeiras em 
geral, tamareira (Phoenix dactilyfera), coco (Cocos nucifera), 
oliveira (Olea europaea), bananeira (Musa sp.), cana-de-açúcar 
( ), abacaxi (Ananas comosus), mara-
cujazeiro ( ) e açaí (Euterpe oleracea) (  

; ; 
 et 

promissores nesse sistema, não se pode utilizar um protocolo 
padrão para todas as plantas, pois cada espécie apresenta 
uma resposta diferente de acordo com suas peculiaridades.

A criopreservação consiste em conservar o material biológico 
sob condições de temperaturas ultrabaixas, em nitrogênio 

º ºC). As baixas 
temperaturas reduzem o metabolismo celular e praticamente 
paralisam a deterioração biológica e as alterações genéticas, 
contribuindo para a estabilidade do material preservado 
(
as etapas de pré-crescimento, crioproteção, armazenamento 

cristais de gelo, pois eles provocam a ruptura do sistema de 
membranas celulares, levando à perda da permeabilidade 
seletiva de membranas e da compartimentação celular, 
causando colapso e morte celular (
evitar isso, são utilizadas substâncias crioprotetoras.



 Criopreservação de grãos de pólen. No quadrante “A”, 

armazenamento do material em criotubo; e no “D", imersão em 

Fonte: fotos tiradas por Livia Cristina da Silva no Laboratório de Cultura de 

Se comparada aos métodos convencionais de armazena-
mento, a criopreservação apresenta vantagens, como a 
demanda de pequeno volume de material, redução do 
espaço e custos associados à manutenção de coleções in vivo 

reduz a quantidade de subcultivos e as possibilidades de 
variações somaclonais (

propagam vegetativamente têm a criopreservação como 
possibilidade de conservação.

Uma alternativa à criopreservação é o desenvolvimento de 
sementes sintéticas, processo em que explantes sensíveis ao 



processo convencional de criopreservação, como meristemas 

 
durante o cultivo in vitro dos explantes pode ser indicado em 

-
tica e da entrada dos embriões em um estado quiescente, 
melhorando, inclusive, o status de tolerância à dessecação do 
embrião. É, portanto, uma possibilidade a ser considerada no 
desenvolvimento de protocolos para produção de sementes 
sintéticas de algumas espécies (

 Semente sintética. Na porção “A”, meristema de abacaxi. 
Na “B”, encapsulamento do meristema
Fonte: Fotos tiradas por Livia C. da Silva. Laboratório de Cultura de Tecidos 
Vegetais da 

A cultura de tecidos vegetais é uma importante ferramenta 
biotecnológica para a conservação de recursos genéticos 
vegetais, uma vez que permite a micropropagação de espé-
cies cujo período juvenil seja muito prolongado para a obten-
ção de sementes.



A aplicação da cultura de tecidos vegetais requer estudos 
particulares para cada espécie nova com a qual se deseja 
estabelecer um protocolo de micropropagação, além de 

-
cado, uma vez que o domínio dos protocolos relacionados 
à regeneração de plantas in vitro requer certo nível de 

de assepsia microbiológicas. Ainda assim, ela possibilita 
desdobramentos tecnológicos que vão além da conserva-
ção in vitro, como a limpeza de clones infectados por agen-
tes virais, fúngicos e bacterianos, o estudo da produção 

novas biomoléculas com interesse cosmético e medicinal e 
melhoramento genético convencional ou por meio da trans-

de tecidos é a coleção de germoplasmas vegetais mantidos 
sob condições de crescimento mínimo, sendo uma estratégia 
importante para a conservação de espécies ameaçadas de 
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