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APRESENTAÇÃO

A coleção “Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa” é uma obra 
composta de dois volumes que tem como foco principal a discussão científica atual 
através de trabalhos categorizados e interdisciplinares abordando pesquisas, relatos 
de casos, resumos ou revisões que transitam nas diversas áreas das Ciências 
Biológicas.

A grande diversidade de seres vivos e a grande especialização das áreas de 
estudo da biologia, a tornam uma ciência muito envolvente, que consegue abranger 
todas as relações interpessoais e uma grande interdisciplinaridade com outras áreas.

O primeiro volume foi organizado com trabalhos e pesquisas que envolvem a 
área da Saúde em diferentes Instituições de Ensino e Pesquisa do País. Logo, neste 
volume poderá ser encontrado pesquisas relacionadas a anatomia humana, plantas 
medicinais, arboviroses, atividades antimicrobianas e antifúngicas, biotecnologia e 
tópicos relacionados à segurança alimentar e cuidados em saúde. O destaque desse 
volume é para compostos naturais que podem ser utilizados no combate e controle 
de diversos microorganismos. 

Já o volume dois, é composto por trabalhos que envolvem o Ensino de Ciências 
e pesquisas científicas em Biologia, tendo destaque os trabalhos relacionados à 
Ecologia e Conservação ambiental, e também a divulgação da Educação Especial. 

A crescente preocupação com o meio ambiente e o consumo sustentável 
trazem reflexões que atingem nossa fauna e flora; os atuais processos de ensino e 
aprendizagem oferecem um plano de fundo às discussões referentes ao melhoramento 
das abordagens educacionais nas diferentes esperas de ensino.  

Conteúdos relevantes são, deste modo, apresentados e discutidos com a 
proposta de fundamentar e apoiar o conhecimento de acadêmicos, mestres e 
doutores das amplas áreas das Ciências Biológicas.

Renata Mendes de Freitas
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CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS NA 
CONSERVAÇÃO DA BIODIVERSIDADE

CAPÍTULO 6

Juscelina Arcanjo dos Santos
Universidade Federal de Lavras (UFLA), 

Departamento de Ciências Florestais, Lavras - 
Minas Gerais.

Paulo André Trazzi
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), 

Departamento de Ciências Florestais e da 
Madeira, Jerônimo Monteiro - Espírito Santo

Lucas Fernandes Rocha
Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho” (UNESP), Departamento de Ciência 
Florestal, Botucatu - São Paulo

Fernanda Leite Cunha
Universidade Federal de Lavras - UFLA, 

Departamento de Ciências Florestais, Lavras - 
Minas Gerais.

Dulcinéia de Carvalho
Universidade Federal de Lavras - UFLA, 

Departamento de Ciências Florestais, Lavras - 
Minas Gerais.

RESUMO: Devido ao grande número de 
espécies que se encontram ameaçadas de 
extinção, torna-se evidente a necessidade de 
desenvolvimento e aperfeiçoamento de técnicas 
eficientes de conservação e que visem minimizar 
os riscos de extinção das espécies vegetais. A 
conservação da biodiversidade baseia-se na 
preservação dos recursos genéticos por meio 
de estratégias de conservação ex situ e in situ. 
Dentre as estratégias utilizadas na conservação 

ex situ, o uso de técnicas de cultura de tecidos 
constitui uma importante ferramenta para 
a propagação de espécies ameaçadas de 
extinção e para a conservação dos recursos 
genéticos a partir do armazenamento em 
bancos de germoplasma. Nesse sentido, 
as técnicas de cultura de tecidos permitem 
a propagação de espécies que apresentam 
dificuldade de germinação ou restrições 
na propagação vegetativa convencional, 
contribuindo para conservação de espécies 
ameaçadas de extinção. A partir do emprego 
destas estratégias, é possível conservar uma 
grande quantidade de material genético em 
pequenos espaços os quais poderiam ser 
perdidos na natureza. Assim, o objetivo deste 
trabalho foi produzir uma revisão sobre o papel 
da tecnologia de cultura de tecidos vegetais na 
conservação da biodiversidade, pontuando as 
estratégias da conservação ex situ, as técnicas 
de cultura de tecidos, a conservação in vitro de 
germoplasma e as principais técnicas utilizadas 
em espécies ameaçadas de extinção.
PALAVRAS-CHAVE: germoplasma, 
micropropagação, genética

PLANT TISSUE CULTURE ON BIODIVERSITY 

CONSERVATION

ABSTRACT: Due to the large number of 
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endangered species, the need to develop and refine efficient conservation techniques 
to minimize the risk of extinction of plant species becomes evident. Biodiversity 
conservation is based on the conservation of genetic resources through ex situ and 
in situ conservation strategies. Among the strategies used in ex situ conservation, the 
use of tissue culture is an important tool for the propagation of threatened species and 
for the conservation of genetic resources in germplasm banks. Besides, tissue culture 
techniques allow the propagation of species that have difficulties on the germination 
process or present restrictions in conventional vegetative propagation, contributing to 
the conservation of endangered species. After the application of plant tissue strategies, 
it is possible to preserve in small spaces a large amount of genetic material that could 
be lost in nature. Thus, the objective of this study was to produce a review on the 
role of plant tissue culture technology in biodiversity conservation, highlighting ex situ 
conservation strategies, tissue culture techniques, in vitro germplasm conservation 
and the main techniques used in endangered species.
KEYWORDS: germplasm, micropropagation, genetics

1 |  INTRODUÇÃO 

A intensa exploração dos recursos naturais e a fragmentação dos habitats são 
fatores que contribuem para a redução no tamanho efetivo das populações de espécies 
vegetais, tornando-as isoladas e vulneráveis a eventos ambientais, demográficos e 
genéticos (VIEGAS, et al., 2011). Espécies com ocorrência em ambientes altamente 
fragmentados podem sofrer erosão genética, aumentando assim o risco de extinção 
(CARVALHO et al., 2009). Aliado aos fatores citados e ao grande número de espécies 
que já se encontram ameaçadas de extinção, torna-se evidente a necessidade de 
desenvolvimento e aperfeiçoamento de técnicas eficientes de conservação e que 
visem minimizar os riscos de extinção das espécies.

A manutenção da biodiversidade visa preservar os recursos genéticos por meio 
de estratégias de conservação ex situ e in situ. A conservação in situ consiste na 
aplicação de técnicas que visem conservar as espécies em seu habitat natural, dessa 
forma a espécie tem chance de dar continuidade nos seus processos evolutivos e 
toda uma comunidade de espécies são conservadas conjuntamente (PAVAN, 2014). 
Por outro lado, a conservação ex situ, consiste em práticas de conservação da 
diversidade biológica fora do ambiente de origem, possibilitando conservar amostras 
representativas da variabilidade genética de uma determinada espécie alvo, sendo 
essas amostras representativas de uma ou de diversas populações da espécie em 
estudo (PAVAN, 2014). 

A aplicação de estratégias de conservação ex situ é fundamental para o 
sucesso de programas de conservação biológica. Nesse sentido, a conservação fora 
do local de origem natural garante o pronto acesso ao material quando o mesmo 
se fizer necessário, atuando como um back up para determinados segmentos da 
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diversidade, os quais poderiam ser perdidos na natureza (HAWKES et al., 2012). 
As práticas de conservação ex situ também tem o objetivo de apoiar as ações que 
promovem a conservação in situ das espécies, pois garantem a perpetuidade das 
espécies com o passar das gerações. 

Dentre as estratégias utilizadas na conservação ex situ, o uso de técnicas de 
cultura de tecidos constitui uma importante ferramenta para propagação de espécies 
que se encontram ameaçadas de extinção, bem como possibilitar a conservação 
dos recursos genéticos a partir do armazenamento de tecidos vegetais em bancos 
de germoplasma. Além disso, essas técnicas possibilitam que o germoplasma das 
espécies se torne disponível para recuperação para possível utilização futura no 
campo (JESUS SÁ et al., 2011) 

Assim, o objetivo deste trabalho foi produzir uma revisão sobre o papel da 
tecnologia de cultura de tecidos vegetais na conservação da biodiversidade, 
pontuando as estratégias da conservação ex situ, as técnicas de cultura de tecidos, 
a conservação in vitro de germoplasma e as principais técnicas utilizadas em 
espécies que se encontram ameaçadas de extinção e necessitam de estratégias de 
multiplicação para a reintrodução na natureza.

2 |  CONSERVAÇÃO EX SITU 

O modelo de conservação ex situ é composto por um conjunto de técnicas que 
visam deter a perda de diversidade genética e reverter o quadro de extinção por meio 
do resgate e conservação do germoplasma, além de propiciar a criação de meios 
para ações de recuperação de hábitats e de reintrodução de espécies (JOSÉ, 2010; 
PAVAN, 2014).  A aplicação dessa técnica é um modelo eficiente de conservação 
fundamentado nas situações em que a extinção é provável ou iminente (PENCE, 
FINKE, CHAIKEN, 2017), além de apoiar as ações que promovam a conservação in 
situ das espécies ameaçadas de extinção (PILATTI et al., 2011).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2014), existem 2.113 espécies de 
plantas consideradas ameaçadas de extinção, sendo que 467 destas espécies estão 
criticamente em perigo. Estes números demonstram uma urgência necessidade em 
ampliar as estratégias de conservação da biodiversidade brasileira. 

Nesse sentido, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foi criada 
com o objetivo de promover a conservação ex situ por meio de bancos ativos de 
germoplasma, bancos de sementes, bancos de DNA e bancos de germoplasma 
in vitro. Além disso, a empresa conta com um número considerável de bancos de 
germoplasma vegetal, coleções biológicas e núcleos de conservação, distribuídos 
no norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do Brasil (EMBRAPA, 2018). As 
principais estratégias para a conservação ex situ utilizadas pela Embrapa são o 
armazenamento de sementes ortodoxas a -20 ° C e as coleções de cultivo in vitro 
aplicadas a propagação vegetativa. Também estão sendo desenvolvidos protocolos 
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de cultura in vitro e criopreservação de espécies e de sementes recalcitrantes ou 
intermediárias de armazenamento (PILATTI et al., 2011). Por outro lado, as principais 
instituições envolvidas para a conservação de plantas silvestres são os jardins 
botânicos, os quais mais que duplicaram nos últimos 50 anos. Hoje suas coleções 
incluem quase 105.000 espécies, quase um terço de todas as plantas com flores 
conhecidas (SHARROCK et al., 2010).

Pilatti et al. (2011) avaliando a conservação in vitro e criogênica da biodiversidade 
vegetal no Brasil relataram que devido os ecossistemas estarem ameaçados, 
a conservação ex situ é uma necessidade urgente, sendo a criopreservação e 
conservação in vitro opções complementares para proteger as espécies nativas 
do Brasil. Para estes autores os problemas associados à preservação de espécies 
que se encontram ameaçadas de extinção, principalmente aquelas que produzem 
sementes recalcitrantes estimularam as pesquisas in vitro e a criopreservação como 
estratégias de conservação alternativas e complementares. 

Uma das restrições práticas de conservação ex situ é estabelecer estratégias 
para a conservação do germoplasma de sementes florestais, já que algumas espécies 
são difíceis de serem coletadas, ou produzem sementes insuficientes para a coleta. 
A baixa disponibilidade de informações sobre floração, frutificação e a produção 
irregular de sementes em diferentes anos também contribuem como restrições, 
colaborando para que a maioria das pesquisas sobre a conservação de espécies 
nativas brasileiras seja realizada em sementes ortodoxas (PILATTI et al., 2011).

Assim, estudos que favoreçam as técnicas de conservação ex situ por meio da 
germinação in vitro em espécies ameaçadas de extinção, principalmente as espécies 
que possuem sementes recalcitrantes são importantes, tanto para maximizar a 
produção de mudas quanto para a reintrodução da espécie na natureza. Diversos 
trabalhos têm sido desenvolvidos buscando desenvolver protocolos de germinação 
de sementes in vitro em espécies lenhosas com objetivo de produzir mudas como 
em aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. All.) (ANDRADE et al., 2000), mangabeira 
(Hancornia speciosa Gomez) (JESUS SÁ et al., 2011) e em alcachofra (Cynara 
cardunculus L. ) (MORAES et al., 2010), demonstrando bons resultados. 

3 |  CULTURA DE TECIDOS 

A cultura de tecidos é um processo através do qual pequenos fragmentos de 
tecido vivo (explantes) são isolados de um organismo e cultivados assepticamente 
por períodos indefinidos em um meio nutritivo (PAIVA e PAIVA, 2001). As técnicas de 
cultura de tecido permitem a propagação de espécies que apresentam dificuldade 
de germinação ou restrições na propagação vegetativa convencional, minimizam o 
problema de sementes recalcitrantes, promovem a produção de mudas em larga 
escala e contribuem para a conservação de espécies que se encontram ameaçadas 
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de extinção por meio dos bancos de germoplasma (PINHAL et al., 2011). 
A conservação de recursos genéticos por meio de técnicas de cultura de tecidos 

apresenta diversas vantagens sobre a conservação de germoplasma no campo, 
destacando-se para a economia de recursos financeiros para a manutenção das 
coleções, redução de riscos fitossanitários e intempéries climáticas (JESUS SÁ et 
al., 2011). Além dos benefícios já citados, a cultura de tecidos permite também o 
armazenamento de grandes quantidades de plantas em pequenos espaços, sem 
necessidade de manutenção excessiva, quando comparado com plantas localizadas 
em campo ou em estufas (ENGELMANN, 1991).  

Dentre as aplicações da cultura de tecidos, a micropropagação é uma técnica 
amplamente utilizada que visa o desenvolvimento de novas plantas em um meio 
artificial sob condições assépticas, a partir de pequenos propágulos (explantes) 
(PAIVA e PAIVA, 2011). Para obtenção de plantas por meio da micropropagação 
destacam-se dois processos de regeneração: a organogênese e a embriogênese 
somática.

A organogênese é uma via de desenvolvimento na qual órgãos vegetais são 
induzidos a partir de uma ou várias células (ANDRADE, 2002). Este processo é 
considerado complexo, por atuar uma série de fatores internos e externos, envolvendo 
a interação entre a fonte do explante, o meio de cultura e fatores do ambiente e 
reguladores vegetais (XAVIER, WENDLING, SILVA, 2009). O outro processo consiste 
na embriogênese somática, a qual é caracterizada por um conjunto de etapas em 
que as células somáticas se diferenciam em embriões. O processo que ocorre com o 
explante, se assemelha morfologicamente ao que ocorre com embriões zigóticos sem 
que ocorra fusão de gametas (GEORGE, HALL, KLERK, 2008). A principal vantagem 
da embriogênese somática é que a regeneração de embriões somáticos pode 
ocorrer a partir de células individuais, produzindo grande quantidade de propágulos 
(embriões somáticos), permitindo um elevado grau de automação e redução dos 
custos por unidade produzida. (BATISTA, 2012). 

Diversos trabalhos foram desenvolvidos visando o estabelecimento de 
protocolos de micropropagação via organogênese ou embriogenese somática 
em espécies ameaçadas de extinção e tem demonstrado bons resultados para a 
conservação de germoplasmas (MARTINS et al., 2011; SHERIF et al. (2018). Simão 
et al. (2016) estudando a espécie Billbergia euphemiae E. Morren, pertencente ao 
grupo das bromélias o qual possui inúmeras espécies ameaçadas de extinção, 
estabeleceram um protocolo para a indução de brotos e propagação visando 
a conservação in vitro da espécie devido a intensa degradação de seus habitats 
naturais. Os resultados apontaram as melhores condições para a micropropragação 
da espécie, indicando que a organogênese foi observada apenas na base dos 
explantes foliares, em resposta aos reguladores ANA (ácido naftaleno acético) e 
ABA (ácido abscísico). Além disso, como a produção de brotações ocorreu por 
organogênese direta, o uso de explantes foliares para a micropropagação de B. 
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euphemiae pode ser considerado como uma estratégia complementar para a 
multiplicação e conservação in vitro da espécie. 

Com o intuito de conservar in vitro o banco de germoplasma, Martins et al. (2011) 
desenvolveram um protocolo de micropropagação de Macrosyphonia velame (St. 
Hil.) Muell. Arg., uma espécie nativa do Cerrado, pertencente à família Apocynaceae 
e amplamente utilizada por comunidades tradicionais que habitam este bioma. Por 
meio dos resultados deste estudo, os autores indicaram que é possível conservar 
plântulas da espécie em banco de germoplasma in vitro, e sugerem que novos 
estudos deverão ser realizados para otimizar o enraizamento in vitro. 

De modo semelhante, Sherif et al. (2018) estudaram a embriogênese 
somática, a aclimatização e a homogeneidade genética de plântulas regeneradas 
de Anoectochilus elatus Lindl., uma orquídea em vias de extinção terrestre. Dessa 
forma, foi encontrado que o processo de regeneração natural desta espécie é 
difícil devido ao baixo número de frutos produzidos, problemas na germinação de 
sementes, crescimento lento e baixa capacidade de suportar condições adversas. 
Adicionalmente, a análise utilizando primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), 
para analisar a homogeneidade genética mostraram que as plantas in vitro derivadas 
tanto de embriogênese somática direta como da indireta apresentaram baixo risco 
de instabilidade genética da planta mãe. Assim, os autores sugerem que esta técnica 
pode ser empregada para esta espécie, com potencial para a produção de sementes 
sintéticas, a criopreservação de germoplasma, fusão de células somáticas para 
formar híbridos viáveis, conversão gênica e, finalmente, aumentar as populações na 
natureza. 

4 |  CONSERVAÇÃO IN VITRO DE GERMOPLASMA 

A conservação de plantas in vitro consiste no cultivo e renovação das coleções de 
plantas inteiras ou tecidos em laboratório, utilizando as técnicas de micropropagação. 
O objetivo deste método é prolongar o período de cultivo ao máximo possível ou 
estendê-lo indefinidamente. Dentre as vantagens da conservação in vitro, podem 
destacar a redução da mão-de-obra e o espaço necessários, além de proporcionar 
o fácil acesso a coleção (ROCA et al., 1991; GEORGE, 1993). 

Existem dois sistemas básicos de conservação in vitro: crescimento lento, 
caracterizado pela limitação do crescimento para taxas mínimas e a criopreservação 
mediante o bloqueio total do metabolismo celular. O crescimento lento consiste 
em reduzir o metabolismo vegetal por meio de alterações no ambiente de cultivo 
da planta, como, decréscimo na intensidade da luz, fotoperíodo, trocas gasosas e 
temperatura de incubação da cultura e modificações no meio de cultura (VIEIRA, 
2000; ARRIGONI-BLAANK et al., 2014). A criopreservação por sua vez consiste em 
um processo que interrompe os processos metabólicos, mantendo o material vegetal 
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viável por décadas, através do congelamento a temperaturas muito baixas com o 
uso do nitrogênio líquido (WHITELEY et al., 2016). O desenvolvimento de protocolos 
de criopreservação para plantas nativas do Brasil ainda é limitado e é um desafio 
para as pesquisas de conservação. Além disso, a maioria dos estudos tem sido 
direcionados a espécies economicamente importantes (PILLATI et al.,2010). 

Espécies ameaçadas de extinção apresentam desafios especiais devido à 
recalcitrância de suas sementes, fornecimento limitado de germoplasma e falta de 
conhecimento em relação ao comportamento de armazenamento de sementes, 
fisiologia adaptativa e respostas de cultura (PILLATI et al.,2010). Com objetivo de 
buscar alternativas que possibilitem o armazenamento do germoplasma de espécies 
em risco de extinção, diversos estudos foram desenvolvidos, apresentando resultados 
importantes para a conservação in vitro (JESUS SÁ et al., 2011; CARVALHO et al., 
2014; DEMARCHI et al., 2014). 

Jesus Sá et al. (2011), estudando a conservação in vitro de mangabeira 
(Hancornia speciosa Gomes), espécie cujas regiões de ocorrência natural vem 
sofrendo grande pressão antrópica, avaliaram a eficiência do regulador osmótico 
(manitol) e inibidor ABA na conservação in vitro de microestacas visando estabelecer 
um protocolo de conservação. Os autores mencionam que, apesar do resultado 
positivo na redução do alongamento das microestacas, fator importante para o 
processo de conservação in vitro, a utilização do manitol não se mostrou viável, visto 
que aos 90 dias de cultivo in vitro foi observado efeito deletério nas microestacas 
de mangabeira. Já na avaliação do efeito do ácido abscísico, os resultados foram 
promissores para a conservação in vitro de microestacas de plântulas de mangabeira 
cultivadas em frascos vedados com papel alumínio, apresentando viabilidade para a 
conservação in vitro por um período de 90 dias. 

Carvalho et al. (2014) estudaram o armazenamento in vitro de uma bromélia 
ornamental Acanthostachys strobilacea, encontrada naturalmente no ameaçado 
Cerrado brasileiro e na Mata Atlântica. Visando estabelecer um método de 
armazenamento in vitro a curto prazo para A. strobilacea, os autores avaliaram as 
plântulas a 20, 15 e 10 °C (baixas temperaturas) e a 25 °C (controle) por 30, 60 e 90 
dias. Os resultados indicaram que a temperatura de 10 °C foi a mais apropriada para 
o armazenamento in vitro e a curto prazo de plantas de A. strobilacea. Estas plantas 
foram aclimatadas com sucesso e apresentaram 100% de sobrevivência com rápido 
crescimento. Os autores acreditam que as baixas temperaturas podem ser usadas 
para reduzir a freqüência de sub-cultivo e estender o tempo de armazenamento, o 
que torna esta técnica economicamente viável e valiosa para a conservação desta e 
de outras espécies tropicais potencialmente ameaçadas. 

Demarchi et al. (2014), visando estabelecer um protocolo de criopreservação 
para culturas embriogênicas de Araucaria angustifolia, utilizaram culturas de 
embriões provenientes de sementes imaturas e tratadas com variações das soluções 
crioprotetoras SuDG, SoD e PVS2 antes da imersão em nitrogênio líquido. Os 
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resultados deste estudo sugerem que o protocolo de vitrificação utilizando a solução 
PVS2 e 40 minutos de imersão em etanol -20 ° C é um procedimento confiável para 
a criopreservação de células embriogênicas de A. angustifolia e o método pode ser 
aplicado para a conservação de culturas embriogênicas da espécie, abrindo novos 
horizontes para a conservação ex situ de seus recursos genéticos. 

5 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Considerando o grande número de espécies em risco de extinção e a perda 
da biodiversidade iminente, a conservação ex situ é uma estratégia que deve ser 
utilizada de forma complementar às medidas de conservação in situ. A cultura de 
tecidos tem um grande potencial para contribuir com a conservação da biodiversidade 
por meio das técnicas de micropropagação e conservação do germoplasma. Estas 
técnicas apresentam diversas vantagens, como a propagação de espécies que 
apresentam dificuldade de germinação, disponibilidade para uso do germoplasma 
quando necessário e economia de recursos financeiros para a manutenção das 
coleções convencionais. 

As pesquisas utilizando a cultura de tecidos na conservação de espécies 
ameaçadas de extinção têm mostrado bons resultados, abrindo novos horizontes 
para a conservação ex situ dos recursos genéticos. Entretanto, ainda existem muitos 
desafios, principalmente para as espécies com sementes recalcitrantes. A dificuldade 
de se preservar espécies que produzem sementes recalcitrantes pode comprometer a 
variabilidade genética e os programas de conservação e com isso a sustentabilidade 
da espécie em questão. Assim, ações de pesquisa e desenvolvimento devem ser 
incentivadas para espécies ameaçadas de extinção e para aquelas com dificuldades 
de propagação.
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