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APRESENTAÇÃO
A coleção “A Estruturação e Reconhecimento das Ciências Biológicas na 

Contemporaneidade” da Atena Editora é uma obra composta de dois volumes e refere-
se a uma série de investigações e contribuições nas áreas das Ciências Biológicas e que 
se fundamentam na discussão científica e em trabalhos categorizados e interdisciplinares 
desenvolvidos por autores de vários segmentos, potencializando discussões e abordagens 
contemporâneas em temas variados das Ciências Biológicas. Assim, a coleção é para todos 
os profissionais pertencentes às Ciências Biológicas e suas áreas afins, especialmente 
aqueles com atuação no ambiente acadêmico e/ou profissional. Cada volume foi organizado 
de modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque por 
área da Biologia, onde os capítulos podem ser lidos na ordem que você desejar e de acordo 
com sua necessidade.

O Volume I – “Meio Ambiente e Biodiversidade”, através dos seus 16 capítulos 
aborda a heterogeneidade e aplicação de conceitos nas áreas de meio ambiente, ecologia, 
sustentabilidade, botânica, micologia e zoologia, como levantamentos/inventários e 
discussões sobre a importância da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as 
espécies. As temáticas exploradas neste volume são de grande relevância, pois apesar 
da preocupação com a biodiversidade e com o estado do meio ambiente não ser recente, 
sabe-se que foi nas últimas décadas do século XX que essa temática entrou definitivamente 
no discurso dos cidadãos, na sociedade civil, na agenda dos governos, na imprensa e 
ganhou as ruas. No entanto, se observa que essa preocupação ainda não se transformou 
efetivamente em práticas educativas, administrativas e operacionais efetivas, o que coloca 
em risco todos os seres vivos e recursos naturais. Desta forma, o volume I procura auxiliar 
a realização de trabalhos nestas áreas e no entendimento e desenvolvimento de práticas 
que podem ser adotadas no âmbito da educação, em espaços formais e não formais de 
ensino, para o meio ambiente e manutenção da biodiversidade de forma de compreender, 
refletir, responder e/ou minimizar os graves problemas ambientais. 

O Volume II – “Saúde e Biotecnologia”, reúne 18 capítulos que apresenta de 
forma categorizada discussões e estudos desenvolvidos em diversas instituições de 
ensino e pesquisa do país, que apresentam resultados bem fundamentados de trabalhos 
de experimentos laboratoriais, de campo e de revisão de literatura realizados por diversos 
professores, pesquisadores, graduandos, e pós-graduandos, cujas pesquisas serão 
apresentadas de maneira objetiva e didática. A produção científica no campo da Saúde e 
da Biotecnologia é ampla, complexa e interdisciplinar. Portanto, os capítulos que compõem 
este volume refletem essa diversidade de olhares. 

Assim, o resultado dessa experiência, que se traduz nos dois volumes organizados, 
objetiva apresentar ao leitor a complexidade e a diversidade de questões e dimensões 
inerentes as áreas de Meio Ambiente, Biodiversidade, Saúde e Biotecnologia, como pilares 



estruturantes das Ciências Biológicas na contemporaneidade. Por fim, esperamos que 
a leitura aqui proposta possa disseminar e apoiar a construção novos estudos, saberes 
e práticas pautadas no reconhecimento da importância dos seres vivos e dos recursos 
naturais, com uma visão multidimensional para a saúde planetária e para o enriquecimento 
de novas atitudes e práticas multiprofissionais nas Ciências Biológicas.

Boa leitura!

Clécio Danilo Dias da Silva
Daniele Bezerra dos Santos
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RESUMO: O Cerrado brasileiro apesar de 
seu grande tamanho e importância para a 
conservação da biodiversidade, está ameaçado 
pelo desmatamento e pressão dos avanços 
de fronteiras agrícolas. Uma das ferramentas 
para a propagação de espécies ameaçadas é 
a micropropagação que, através da cultura de 
tecidos in vitro, possibilita a criação de bancos 
de germoplasma e alavanca os programas 
de conservação e melhoramento de espécies 
florestais. Assim este capítulo mostra como a 
micropropagação tem sido aplicada em diversos 
estudos de propagação in vitro de espécies 

nativas do Cerrado, empregando diferentes 
órgãos e tecidos para a regeneração das plantas 
de interesse.
PALAVRAS - CHAVE: biodiversidade; 
conservação; propagação in vitro.

USE OF MICROPROPAGATION FOR 
PROSPECTING ENDEMIC SPECIES IN 

THE CERRADO
ABSTRACT: The Brazilian Cerrado, despite its 
large size and importance for the conservation 
of biodiversity, is threatened by deforestation 
and pressure from advances in agricultural 
frontiers. One of the tools for the propagation 
of endangered species is micropropagation, 
which, through tissue culture in vitro, allows the 
creation of germplasm banks and leverages 
the conservation and improvement programs 
of forest species. So, this chapter shows how 
micropropagation has been applied in several 
studies of in vitro propagation of native species 
of the Cerrado, using different organs and tissues 
for the regeneration of the plants of interest.
KEYWORDS: biodiversity; conservation; in vitro 
propagation.

CERRADO
O Cerrado brasileiro é considerado a 

savana mais rica em biodiversidade florística 
do planeta (>7.000 espécies), composto por um 
mosaico de fitofisionomias que variam de áreas 
florestais a campestres (DURIGAN & RATTER, 
2016). Ocupando 25% do território nacional, o 

http://lattes.cnpq.br/4714903275774963
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Cerrado é também um dos dois “hotspots” ocorrentes no Brasil com alto nível de endemismo 
- cerca de 4.400 espécies de plantas, muitas dessas ameaçadas de extinção (MEDEIROS, 
2011; MITTERMEIER et al., 2011). Estima-se que 20% das espécies ameaçadas ou 
endêmicas não ocorram nas áreas legalmente protegidas (KLINK & MACHADO, 2005).

Apesar de seu grande tamanho e importância para a conservação da biodiversidade, 
o Cerrado brasileiro está ameaçado pelo desmatamento e pressão dos avanços de 
fronteiras agrícolas. Com uma área territorial total de 2.040.167 km², dados oficiais 
estimam que apenas 8,3% deste bioma está protegido por Unidades de Conservação que 
correspondem a 170.095 km² e ressaltam que, apenas em 2018, o Cerrado perdeu 6.657 
km² por desmatamento (INPE-PRODES CERRADO, 2018). 

Segundo o Livro Vermelho da flora do Brasil (MARTINELLI & MORAES, 2013), 
das 1.987 espécies avaliadas no Cerrado, 645 encontram-se ameaçadas, valor que 
percentualmente representa 32% do total e coloca em xeque as atuais medidas 
governamentais para proteção e conservação dos recursos genéticos.  Das quais, a 
representatividade das espécies avaliadas e a dimensão do risco de extinção das plantas 
raras do Cerrado foram reavaliadas por Martinelli et al., (2014) e 10% das espécies 
foram categorizadas como “Criticamente em perigo” 40% como “Em perigo” e 13% como 
“Vulnerável” e nas categorias de espécies não ameaçadas, 5% foram avaliadas como 
“Menos preocupante” e 6% “Quase ameaçada”, além disso, 26% foram consideradas 
espécies com dados insuficientes para as avaliações de risco.

A verdade é que ainda se conhece muito pouco sobre a flora deste bioma, Souza et 
al. (2018) destacam que apesar de não ser conhecido o número exato de espécies, sabe-se 
que muitas delas possuem uma distribuição extremamente restrita. Apesar de as espécies 
do Cerrado se caracterizarem, em sua maioria, como de ampla distribuição geográfica, a 
constatação de endemismos é preocupante quando consideramos que muitas espécies 
foram sequer identificadas.

Uma das ferramentas mais bem sucedidas para a propagação de espécies 
ameaçadas é a micropropagação que, através da cultura de tecidos in vitro, possibilitou 
a criação de bancos de germoplasma e alavancou os programas de conservação e 
melhoramento de espécies florestais.

MICROPROPAGAÇÃO
O cultivo in vitro por meio da micropropagação é uma alternativa para a propagação 

massal e eficiente de diversas espécies (SOUZA et al., 2007). Desde 1975, ela tem sido 
empregada no Brasil principalmente para aumentar e padronizar a produção de mudas, 
contribuindo também para conservação ex-situ e redução do risco de extinção de diversas 
espécies (STANCATO et al., 2001), servindo como base de estudo dos aspectos fisiológicos 
e genéticos relacionados metabolismo, reprodução, expressão e desenvolvimento das 
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plantas (FERREIRA & SUZUKI, 2008). 
O termo micropropagação é utilizado, pois se utiliza porções de tecidos muito 

pequenos (explantes) para a formação de indivíduos geneticamente idênticos a partir de 
células fragmentadas de tecidos de uma determinada matriz, assim, essa técnica também 
é conhecida como clonagem in vitro, e só é possível graças a totipotência das células 
vegetais (FARIA et al., 2012).

Para se obter, por exemplo, uma muda de orquídea a partir da divisão convencional 
de propágulos da planta matriz, são necessários em média dois anos. Enquanto que, através 
da micropropagação, neste mesmo período, podem ser produzidos milhares de explantes, 
com um cultivo rápido e em larga escala de plantas livres de doenças e, inclusive, de 
mudas de espécies difíceis de serem propagadas no sistema convencional (FARIA et al., 
2012; DAMIANI & SCHUCH, 2008).

A micropropagação é uma técnica que reduz a variabilidade genética, uma vez 
que uma matriz é selecionada e utilizada para a produção de milhares de clones. No 
entanto, sua viabilidade para a manutenção de germoplasma e produção de espécies 
de difícil propagação natural, ameaçadas de extinção em seu habitat natural e em 
fragmentos florestais, é inquestionável. Uma alternativa para reintrodução dessas espécies 
micropropagadas, prezando por maior variabilidade, seria aumentar o número de matrizes 
utilizadas na obtenção dos clones. Essa técnica desempenha também papel importante na 
seleção de linhagens e melhoramento de espécies de cultivo não convencional, mas de 
relativo potencial comercial, como por exemplo plantas de interesse medicinal comumente 
retiradas de maneira extrativista de seus locais de ocorrência, sofrendo grande pressão 
antrópica e consequentes gargalos genéticos.

VANTAGENS E DESVANTAGENS DA MICROPROPAGAÇÃO
Abaixo estão descritas as vantagens e desvantagens da técnica de micropropagação 

in vitro sobre os métodos tradicionais, segundo Souza et al., (2006a), Souza et al., (2006b) 
e George et al., (2008):

Vantagens

•	 As culturas são iniciadas a partir de fragmentos muito pequenos de plantas 
(explantes), depois pequenos brotos ou embriões são regenerados e cultivados 
em ambiente controlado;

•	 Não requer grandes espaços e/ou superfícies para a manutenção das plantas 
ou mesmo para o aumento de indivíduos cultivados; 

•	 A propagação é idealmente realizada em condições assépticas, evitando con-
taminações;
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•	 Um ajuste mais flexível dos fatores que influenciam propagação vegetativa é 
possível, como nutrientes e doses de reguladores de crescimento, luz e tem-
peratura;

•	 Permite que as espécies selecionadas sejam disponibilizadas rápida e ampla-
mente, com muitas plantas produzidas em pouco tempo e de forma padroniza-
da;

•	 Possibilita a produção de clones de espécies que, empregando-se outras téc-
nicas, apresentam desenvolvimento lento ou recalcitrância para a propagação 
vegetativa;

•	 A produção mantém-se contínua e independente da sazonalidade ao longo do 
ano;

•	 O material regenerado por micropropagação pode ser armazenado por longos 
períodos e sujeito a várias repicagens;

•	 O material vegetal micropropagado precisa de pouca atenção entre subculturas 
e não há trabalho ou demandas convencionais como rega, capina, pulveriza-
ção; 

•	 Em casos especiais, a rapidez na formação de mudas padronizadas para co-
mercialização faz com que a micropropagação seja mais vantajosa economica-
mente em comparação aos métodos tradicionais de multiplicação.

Desvantagens

•	 Necessidade de infraestrutura adequada e dependente de um investimento re-
lativamente alto e mão de obra especializada para operacionalização do siste-
ma;

•	 Possibilidade do surgimento de taxas indesejáveis de variantes somaclonais, 
ou seja, plantas que não correspondem geneticamente à planta matriz;

•	 O custo inicial dos propágulos é relativamente alto;

•	 As plantas in vitro não são capazes de suprir sua própria exigência de matéria 
orgânica pela fotossíntese (ou seja, não são autotróficos), sendo necessária a 
suplementação do meio de cultivo, e têm que passar por um período de transi-
ção antes de serem capazes de crescer independentemente;

•	 Como são cultivadas dentro de recipientes, de vidro ou plástico, fechados, 
com umidade relativa alta e não são fotossinteticamente autossuficientes, as 
plântulas jovens são mais suscetíveis à perda de água no ambiente externo. 
Precisando, portanto, passar por uma fase de adaptação a um ambiente onde 
lentamente diminui-se a umidade e aumenta-se a luminosidade. Esse período, 
denominado aclimatização, é também conhecido pelas maiores perdas de plân-
tulas e necessita de protocolos padronizados e específicos para cada cultura. 
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De um modo geral, grande parte das desvantagens aqui apresentadas podem ser 
facilmente contornadas com treinamento de pessoal e padronização de protocolos, sendo o 
investimento em instalações o principal impedimento à sua prática em maiores proporções. 
No entanto, em se tratando da prospecção e conservação de espécies endêmicas do 
Cerrado, a prática é reconhecida como parte daquelas de maior viabilidade sobretudo para 
espécies de difícil reprodução sexuada. 

Obviamente que para a execução dessa técnica é necessário atender etapas 
importantes para o estabelecimento de protocolos bem sucedido. Algumas delas serão 
abordadas a seguir.

Seleção da planta Matriz e tipo de explante
No cultivo in vitro de plantas, alguns procedimentos precisam ser adotados para o 

sucesso da técnica, por exemplo, a escolha e seleção da planta matriz e o tipo de explante 
que será utilizado.  A maioria das plantas apresentam dois estádios de desenvolvimento, 
sendo estas a fase juvenil e a fase adulta. A fase juvenil compreende o estado vegetativo 
da planta, onde a formação de órgãos juvenis fica disposta na base do caule. Já na fase 
adulta, as plantas estão fisiologicamente maduras e o meristema apical forma estruturas no 
ápice do caule, florescendo normalmente (READ & PREECE, 2014). 

Geralmente há preferência na utilização de plantas adultas para realização da 
técnica de micropropagação, visto que estas já possuem expressas as características 
desejadas. Porém, a utilização de espécies adultas pode ser dificultada pela alta incidência 
de contaminação microbiológica, além da apresentação de recalcitrância vegetativa por 
algumas espécies, sendo necessária a adoção de técnicas pré-tratamento, como a poda 
drástica, enxertia, microenxertia e subcultivos (JUNGHANS & SANTOS - SEREJO, 2006).  

Os explantes são segmentos de tecidos ou órgão vegetal, destinados para o 
estabelecimento in vitro, e podem ser provenientes de folhas, gemas axilares ou apicais, 
cotilédones, embriões, óvulos, entre outros (CID, 2010) (Figura 1). A idade e disponibilidade 
da planta a ser utilizada e o nível de contaminação em que se encontra o material são 
condições que influenciam na obtenção de plantas viáveis. Segundo Read e Preece 
(2014) a planta matriz (doadora do explante) precisa conter o mínimo de contaminação 
microbiológica possível, visto que assim os explantes utilizados terão maior probabilidade 
de desenvolvimento morfofisiológico. Se a planta matriz se encontra em ambiente externo, 
deve-se preferir a utilização de explantes em período de brotação. 

Uma técnica utilizada para identificar a viabilidade do explante, geralmente sementes, 
consiste em utilizar o cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazólio (CCT), que quando em contato com o 
material testado, irá proporcionar uma coloração vermelha nos tecidos viáveis (CID, 2010). 
Outro fator que pode influenciar na realização da técnica é o requerimento nutricional e 
hormonal que cada explante irá necessitar, visto sua variabilidade de acordo com o nível 
morfológico. 
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Figura 1. Diferentes tipos de explantes utilizados para a técnica de micropropagação. 

No momento da coleta do explante faz-se necessário a utilização de instrumentos 
limpos e/ou esterilizados para obtenção do material com menor risco de contaminação. 
Antes do cultivo in vitro é realizada a assepsia da superfície do explante, submetendo o 
material a diferentes substâncias germicidas. Dentre estas substâncias, geralmente são 
utilizados: etanol 70%, hipoclorito de sódio ou hipoclorito de cálcio, Tween 20 (1 gota a 
cada 100 mL de água) ou até mesmo detergente comercial (CARVALHO et al., 2006). 

Etapas da micropropagação
Envolvendo um grupo heterogêneo de técnicas que têm sido empregadas não 

apenas em estudos básicos das plantas, mas também abrangendo recentes e importantes 
métodos, a micropropagação tem possibilitado a propagação de plantas isentas de vírus 
e outros patógenos, sistêmicos ou não, e o desenvolvimento de novos genótipos em 
laboratório (SOUZA et al., 2006).

Dessa forma, para que o processo de micropropagação seja completo, são 
necessárias três etapas básicas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998), ou ainda pode-se 
incluir a etapa de seleção da planta matriz e a aclimatação, totalizando cinco etapas. Porém 
aqui, detalharemos sobre as três etapas denominadas: estabelecimento, o início da cultura; 
multiplicação, a indução para o aumento de brotos ou embriões somáticos, e enraizamento, 
quando a plântula é preparada para a transferência ao solo e aclimatação (Quadro 1).
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Estágio da Cultura

Métodos de 
micropropagação

I. Estabelecimento

Crescimento de tecidos / 
órgãos excisados in vitro livre 
de algas, bactérias, fungos e 

outros contaminantes.

II. Multiplicação

Induzir a produção brotos 
ou embriões somáticos 

nas culturas
.

III. Enraizamento

Separar e preparar 
propágulos para ter uma 

alta taxa de sobrevivência 
como plantas individuais no 

ambiente externo.

Cultura de brotos

Brotos de meristemas 
florais

Múltiplas brotações de 
sementes

Transferência de brotos 
apicais ou brotos laterais 

desinfestados, para meios 
sólidos ou líquidos e o início 

do crescimento de brotos 
para cerca de 10mm.

Isolamento asséptico de 
pedaços de meristemas 

florais.

Germinação asséptica de 
sementes em meio com alta 
concentração de citocinina.

Induzir múltiplas 
brotações (axilares) 
e crescimento dos 

brotos para um 
tamanho suficiente para 
separação, seja como 

novo Estágio II explantes 
ou para passagem a III.

Induzir muitos 
meristemas a produzir 

brotos vegetativos.

Induzir a múltipla 
proliferação de brotos. 
Brotos na subcultura.

Alongamento de brotos 
formados no Estágio II para 

uniformizar os brotos.
Enraizamento dos brotos in 
vitro ou fora do recipiente 

de cultura.

Como a cultura de brotos.

Como a cultura de brotos.

Cultura de meristemas

Transferência dos brotos 
muito pequenos

(comprimento 0,2-0,5 mm) 
para cultura.

Brotos mais longos (1-2mm) 
são usados como explantes 
se obtido de plantas tratadas 

termicamente

Crescimento dos brotos 
para cerca de 10 mm 
em seguida os brotos 

são transferidos para a 
Etapa III.

Como a cultura de brotos.

Cultura de segmentos 
nodais

Como para a cultura de 
brotos, mas os brotos 

crescem mais para mostrar 
internódios claros.

Propagação por indução 
da gema axilar em cada 
nó para crescer em um 

único broto.
A subcultura pode ser 

repetida indefinidamente.

Como a cultura de brotos.

Regeneração direta de 
brotos dos explantes

Estabelecimento de 
explantes com tecido vegetal 
de uma matriz adequada (por 
exemplo, folha ou segmentos 

de haste) em cultura sem 
contaminação.

A indução de brotos 
diretamente do explante 

sem prévia formação 
de calo. Brotos assim 
formados geralmente 
podem ser divididos e 

usados como explantes 
para novas subculturas 
do Estágio II ou cultura 

de brotos.

Como a cultura de brotos.

Embriogênese direta

Estabelecimento adequado 
de explantes de tecido 

embriogênico ou somático 
previamente formado de 

embriões.

A indução direta de 
embriões somáticos nos 

explantes sem prévia 
formação de calo.

Crescimento dos embriões 
em plântulas que podem 
ser transferidas para o 

ambiente externo.
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Embriogênese indireta 
de calos embriogênicos 

ou culturas em 
suspensão

Iniciação e isolamento de 
calos com a capacidade de 
formar embriões somáticos, 

ou obtenção de culturas 
de calos embriogênico em 

suspensão ou por nova 
indução.

Subcultura do calos 
embriogênicos ou cultura 
em suspensão seguidos 

de transferência para 
um meio favorável ao 
desenvolvimento do 

embrião

Crescimento dos embriões 
somáticos em “plântulas”.

Formação de órgãos de 
armazenamento

Isolamento e cultura de 
tecido / órgãos capazes 

de formar órgãos de 
armazenamento.

Indução a formação 
de órgãos de 

armazenamento e às 
vezes dividindo-os para 
iniciar uma nova cultura 

estágio II.

Crescimento de brotos 
/ plântulas obtidos de 

órgãos de armazenamento 
para transferência para o 
solo: OU crescimento dos 
órgãos de armazenamento 
a um tamanho adequado 

para o plantio no solo.

Quadro 1. Etapas da micropropagação. 

Fonte: George et al., 2008.

Meios de cultura comerciais
O cultivo in vitro pode ser realizado a partir de formulações que atendam as 

necessidades nutricionais para o desenvolvimento das plantas.  Os meios mais utilizados 
para o cultivo in vitro são o Knudson (1946), o Vacin e Went (1949), o MS (MURASHIGE 
& SKOOG, 1962) e o WPM – Wood Plant Medium (LLOYD & Mc COWN, 1981), sendo 
que cada meio específico é identificado pela composição e concentração de sais minerais, 
vitaminas, reguladores de crescimento e outros suplementos orgânicos (VENTURA et al., 
2002), como pode ser visualizado na tabela 1. 

COMPOSIÇÃO MS VACIN E 
WENT KNUDSON WPM

Macronutrientes (g/1000 mL)* (mg L-1) (mg L-1) (mg L-1)
NH4NO3 33 - 525 -
KNO3 38 - - -

CaCL2.2H2O 8,8 - - 96,0
MgSO4.7H2O 7,4 250 250 370,0

KH2PO4 3,4 250 250 170,0
Ca3(PO4)2 - - 200 -

Fe2(C4H4O6)3.2H2O - - 28 -
(NH4)2SO4 - 500 500 -

Ca(NO3)2.4H2O - 1000 - 556,0
K2SO4 - - - 990,0

Na2SO4 - - - 400,0
Micronutrientes (g/100 mL)* (mg L-1) (mg L-1) (mg L-1)

ZnSO4.7H2O 0,86 - - 8,6
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H3BO3 0,62 - - 6,2
MnSO4.4H2O 2,23 7,5 7,5 22,3
CuSO4.5H2O 0,0025 - - 0,25

KI 0,083 - - -
Na2MoO4.5H2O 0,025 - - 0,25

CoCl2.6H20 0,0025 - - -
FeEDTA (g/500 mL)* (mg L-1) (mg L-1)

FeSO4.7H20 1,86 25 - 27,8
Na2EDTA.2H20 1,39 - - 37,2

Vitaminas (mg/100 
mL)* (mg L-1)

Ácido nicotínico 50 - - -
Piridoxina – HCl 50 - - 1,0
Tiamina – HCl 100 - - -

Glicina 200 - - -
Suplemento Orgânico (g L-1) (g L-1) (g L-1)

Sacarose 30 20 20 -
Ágar 7 7 7 -

Mio-inositol 0,1 - - -
Carvão 1 - - -

Legenda: *Para o preparo de 1 litro do meio MS são utilizados alíquotas de 50 mL L-1 de 
macronutrientes, 1 mL L-1 de micronutrientes, 10 mL L-1 de FeEDTA e 1 mL L-1 de vitaminas. 

Fonte: Adaptado de Faria et al. (2012).

Tabela 1. Formulação dos meios sintéticos MS, Vacin e Went, Knudson e WPM para 
micropropagação.

Os meios podem ser acrescidos de reguladores de crescimento no cultivo in 
vitro para suprir as deficiências dos teores endógenos do próprio explante, estimulando 
respostas de interesse para diferenciação, crescimento, alongamento e multiplicação 
celular (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).  Também podem ser suplementados 
por compostos orgânicos, carvão ativado, fitorreguladores, vitaminas, entre outros que 
estimulem o desenvolvimento das orquídeas (FARIA et al., 2012). 

Os meios de cultura são formulados de acordo com a exigência nutricional de cada 
planta, e são compostos de macronutrientes e micronutrientes. Os macronutrientes são 
exigidos em uma quantidade superior aos micronutrientes, e fazem parte deste grupo o 
Fósforo, Magnésio, Nitrogênio, Cálcio, Potássio e Ferro. Já os micronutrientes podem ser 
compostos pelo Manganês, Zinco, Boro, Cobre Cloro, Molibdênio, Cobalto e Iodo (FARIA 
et al., 2012). Para o cultivo in vitro é necessária à incorporação de uma fonte de carbono, 
sendo a sacarose amplamente utilizada, em uma concentração de 20 a 30 g L-1.

Em orquídeas, o cultivo in vitro é feito normalmente em meio ½ MS (MURASHIGE 
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& SKOOG, 1962), ou seja, com a metade da concentração de sais presente em sua 
formulação. Já a formulação do meio WPM foi desenvolvida especificamente para plantas 
lenhosas por Lloyd e McCown (1980), apresentando ¼ dos sais do meio MS. No entanto, 
estes meios, custam em média US$ 55,00 a 70,00, o MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) 
e o WPM (LLOYD & Mc COWN, 1980), respectivamente, para produzir 10 L de meio de 
cultivo.

Os meios mais utilizados para o cultivo in vitro são o Knudson (1946), o Vacin e 
Went (1949) e o MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), sendo que cada meio específico é 
identificado pela composição e concentração de sais minerais, vitaminas, reguladores de 
crescimento e outros suplementos orgânicos (VENTURA et al., 2002). 

Meios de cultivo alternativos
Na micropropagação in vitro há uma necessidade no desenvolvimento de plantas 

que apresentem a mesma qualidade fisiológica das obtidas com o uso de formulações 
comerciais, porém utilizando meios que reduzam os custos de produção. Estes meios, 
conhecidos como meios alternativos possuem formulações simplificadas, utilizando 
insumos e resíduos que, apesar do baixo custo tem permitido o sucesso da propagação in 
vitro de diferentes espécies de plantas (FARIA et al., 2012).

Muitos trabalhos têm descrito meios de cultura alternativos simplificados e que, 
minimizam os custos da micropropagação in vitro, notadamente no cultivo de orquídeas. 
É o caso da utilização de polpa de banana e de fertilizante N:P:K (10:30:20) em Laelia 
longipes Rchb.f.,  Laelia tenebrosa  Rolfe e  Miltonia spectabilis  Lindl., de forma que as 
plântulas cultivadas nesse meio apresentaram maior acúmulo de massa seca (STANCATO 
et al., 2008). 

Su et al. (2012) também utilizaram meio contendo fertilizante N:P:K (08:09:09) e 
adição de polpa de banana em Dendrobium nobile Lindl., o que se mostrou bastante eficiente. 
O mesmo ocorreu para a espécie Vanda tricolor Lindl, cultivada em polpa de banana e 
fertilizante (FAVETTA et al., 2014). Para Cattleya bicolor Lindl, o meio mais adequado para 
o desenvolvimento desta espécie foi o meio contendo polpa de coco (SOUZA et al., 2013). 
Faria et al. (2012) utilizou como meio alternativo a adição de banana nanica processada 
sem casca, sacarose, Ágar, fertilizante químico N:P:K (8:9:9) e carvão ativado.

Bernardi et al. (2004) avaliaram o desenvolvimento in vitro de Musa spp. AAB com 
diferentes fontes de carbono em substituição a sacarose P.A., sendo estes o açúcar mascavo 
e o açúcar cristal. Segundo estes autores, o açúcar cristal não apresentou diferença 
significativa da sacarose P.A. nos diferentes parâmetros de crescimento avaliados.  Costa 
et al. (2007) avaliaram o efeito do amido de mandioca como agente gelificante alternativo 
no cultivo in vitro de Musa sp., obtendo resultados similares quando comparados aos 
tratamentos contendo ágar. 

Pereira et al. (2018) utilizaram o sobrenadante do cultivo da microalga Chlorella 
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sorokiniana como meio alternativo para a micropropagação de Schomburgkia crispa Lindley, 
obtendo crescimento de explantes similares ao tratamento contendo o meio comercial 
WPM. Assim, pode-se inferir que a microalga C. sorokiniana pode ser aplicada na forma de 
suplementação ou até mesmo substituta de meios sintéticos para o cultivo in vitro. 

Reguladores de Crescimento
A compreensão das proporções dos reguladores de crescimento é essencial para 

o sucesso da micropropagação.  As auxinas, citocininas e giberelinas são os reguladores 
de crescimento mais utilizados na cultura de tecidos, sendo o tipo e a concentração que 
geralmente determinam a resposta morfogenética. A proporção da interação auxina/
citocinina no meio de cultura é determinante para a resposta organogênica. Geralmente, 
um aumento da relação auxina/citocinina induz à formação de raiz, enquanto uma redução 
da relação auxina/citocinina induz à formação de brotos (TAKAHASHI, 2002).

Uma das principais funções das auxinas nos vegetais é a regulação do crescimento 
por alongamento de caules jovens e coleóptilos e formação de raízes (TAIZ et al., 2017). 
Entre as auxinas, o ácido indol-butirico (AIB) tem sido o mais utilizado pelo fato de não 
causar fitotoxicidade ao explante em uma ampla faixa de concentração (IACONA & 
MULEO, 2010). Diversos trabalhos vêm sendo desenvolvidos com o objetivo de analisar a 
influência de AIB sobre o enraizamento in vitro de orquídeas, como em Dendrobium sabin 
(RAFIQUE et al., 2012) e Oncidium baueri (CAMARGO et al., 2015); ex vitro em Arundina 
bambusifolia, Dendrobium nobile, e Oncidium sp. (MENGARDA et al., 2013), onde não 
foi relatado efeitos tóxicos decorrentes das concentrações de AIB utilizadas. Ainda foi 
observado que baixas concentrações de AIB promoveram maior desenvolvimento in vitro 
de raízes em Dendrobium sabin e Oncidium baueri, mas no cultivo ex vitro, a utilização de 
AIB promoveu enraizamento somente em D. nobile na concentração de 1200 mg L-1.

As citocininas são reguladores de crescimento que exercem importante papel na 
micropropagação, pois influenciam diretamente a expansão foliar, a quebra da dominância 
apical e a formação de gemas adventícias (POZO et al., 2005). Entre as citocininas, a 
6-benzilaminopurina (BAP) tem sido a mais indicada para promover a proliferação de 
partes aéreas e indução de gemas adventícias in vitro (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 
1998). Em orquídeas pode-se destacar os estudos realizados em Dendrobium (NAMBIAR 
et al., 2012),  Brassocattleya (CARDOSO & ONO 2011) e Phalaenopsis (SUBRAMANIAN et 
al., 2009), onde os resultados indicaram que a aplicação de BAP aumentou a percentagem 
de inflorescência e contribuiu para o aumento no número de brotações, folhas e flores 
produzidas.

As giberelinas estão ligadas a germinação, crescimento, floração e frutificação 
de plantas. Estes hormônios estão ligados a diversos processos associados ao 
desenvolvimento, como a indução do crescimento de nós e de meristemas estimulando 
o alongamento caulinar, na transição da fase juvenil para fase madura, rompimento da 
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dormência de embriões e gemas, entre outros. (CARVALHO et al., 2006; GUERRA & 
RODRIGUES, 2017). As giberelinas são consideradas os hormônios com maiores efeitos 
no desenvolvimento de plantas quando comparadas a outros reguladores de crescimento.  

O etileno está associado a floração, frutificação e abscisão. Este regulador é um 
hormônio gasoso que regula a germinação de sementes, auxiliando no crescimento e na 
expansão e diferenciação celular. O etileno promove o amadurecimento de frutos, e atua na 
senescência (processo natural de envelhecimento) e a abscisão foliar e floral (queda das 
folhas e flores), respondendo também a estresses bióticos e abióticos (TAIZ et al., 2017).

O ácido abscísico é um hormônio associado a absição foliar e floral e a dormência. 
Este hormônio regula o desenvolvimento de sementes, regula crescimento radicular e 
de partes aéreas, atua na dormência de gemas e no florescimento (TAIZ et al., 2017).O 
ácido abscisco também está envolvido em algumas respostas a patógenos e a estresses 
ambientais. 

Os brassinosteroides (BRs), ou brassinas, são hormônios da mesma natureza 
dos fitoesteroides polioxigenados e possuem a capacidade de promoção do alongamento 
caulinar, regulam a fotomorfogênese, a germinação e promovem a formação de células 
do xilema - os traqueídes (CID, 2010). Como estes reguladores possuem uma influência 
significativa na dinâmica e na funcionalidade celular, são considerados essências para que 
as plantas possam se desenvolver e crescer de forma normal (CLOUSE, 2016). 

O triacontanol também é um hormônio presente na cutícula vegetal de algumas 
plantas composto por um álcool triacontano - 30 carbonos (CID, 2010). Alguns estudos 
mostram que o triacontanol auxilia no estabelecimento in vitro de algumas cultivares, 
agindo sobre parâmetros fisiológicos que promovem o desenvolvimento e crescimento de 
plantas (VERMA et al., 2011). 

O ácido jasmônico está associado com respostas de defesa da planta contra 
patógenos microbianos e contra insetos, além de inibirem o crescimento e germinação 
de sementes, inibir crescimento radicular e caulinar, promovendo também processos de 
senescência e abscisão foliar (BARI & JONES, 2009). O ácido jasmônico está associado 
também nos processos de formação de tubérculos, amadurecimento de frutos e na 
produção de alguns pigmentos (COLLI, 2017).

Apesar de sua relevância para o estabelecimento e boa condução do cultivo in vitro, 
os reguladores de crescimento apresentam custos consideravelmente altos, alcançando 
valores de US$ 55,00 o grama da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e US$ 32,00 o 
grama da auxina ácido indolbutírico (AIB) (SIGMA, 2019). Dessa forma, é necessária a 
busca por elicitores e meios de cultivo alternativos, capazes de reduzir os custos e favorecer 
o desenvolvimento de plantas com a mesma qualidade fisiológica das obtidas com o uso de 
formulações comerciais. 
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Estado da Arte
A Micropropagação tem sido aplicada em diversos estudos de propagação in vitro de 

espécies nativas do Cerrado, empregando diferentes órgãos e tecidos para a regeneração 
das plantas de interesse. Destacam-se abaixo alguns trabalhos que fazem referência às 
metodologias mais recentes e aos seus resultados obtidos.

Utilizando a cultura de brotos Pereira et al. (2018) realizaram a micropropagação 
de Schomburgkia crispa, uma Orchidaceae ameaçada de extinção no Cerrado. Utilizando 
a microalga Chlorella sorokiniana como suplemento do meio WPM e meio de cultivo 
alternativo.

A microalga foi utilizada de duas formas: microalga em suspensão e sobrenadante 
(Figura 2). O maior desenvolvimento da parte aérea, foi obtido com o uso do meio de cultura 
WPM com 5,0 mg L-1 de BAP suplementado com o sobrenadante de Chlorella sorokiniana. 

Figura 2. Detalhe metodológico da microalga em suspensão e da obtenção do sobrenadante da 
microalga Chlorella sorokiniana.

Explantes cultivados em meio contendo WPM e WPM com microalga em suspensão, 
na presença e ausência de regulador apresentaram raízes mais desenvolvidas.

Com o meio alternativo à base de C. sorokiniana, o cultivo in vitro de S. crispa pôde 
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ser realizado tanto com sobrenadante quanto com microalga em suspensão, em detrimento 
do meio comercial WPM, sem perder a qualidade das plântulas. Assim a técnica de 
micropropagação juntamente com a utilização da microalga C. sorokiniana é uma excelente 
ferramenta para a conservação S. crispa em fragmentos fl orestais do Cerrado, podendo ser 
utilizadas também em outras espécies difíceis de serem propagadas e principalmente as 
ameaçadas de extinção.

Buscando determinar melhores condições in vitro para a micropropagação de 
Anacardium othonianum Rizz. (Figura 3), uma espécie frutífera e medicinal nativa do 
Cerrado brasileiro, Souza et al. (2017), utilizaram segmentos nodais, e obtiveram plântulas 
com elevada qualidade fi siológica com meio WPM 50% suplementado com 2.0 g L -1 de 
carvão, 30 g L -1  de sacarose e 4.0 g L -1 de ácido indolbutirico (AIB), sendo totalmente 
efetivos para o estabelecimento, crescimento e enraizamento.

Figura 3. Árvore de Anacardium othonianum Rizz. com fruto. Foto: Assis et al., 2011.

Avaliando diferentes meios de cultura para a germinação e multiplicação in vitro de 
Eremanthus erythropappus, Prudente et al., (2016) buscaram estabelecer um protocolo 
visando a rápida multiplicação da Candeia (Eremanthus erythropappus), uma espécie 
nativa do Cerrado com potencial econômico para a indústria madeireira e farmacêutica, 
mas que possui uma baixa taxa de germinação ex vitro.

 Para a germinação in vitro foram testados diferentes meios de cultura e também 
foram testadas concentrações de GA3 e níveis de pH no meio de cultura ¼ WPM (Tabela 2).
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Germinação in vitro de Eremanthus erythropappus 
Meios de cultura Variações no meio de cultura ¼ WPM

Giberelina pH
WPM 0 mg L-1 4,8

½ WPM 0,2 mg L-1 5,8
¼ WPM 0,4 mg L-1 6,8

MS 0,6 mg L-1

½ MS 0,8 mg L-1

¼ MS

Tabela 2. Variações no meio de cultura para a germinação in vitro de Eremanthus 
erythropappus.

Para a multiplicação in vitro, segmentos caulinares foram inoculados em meio de 
cultura ¼ WPM, suplementado com BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0 mg L-1). 

As brotações obtidas in vitro foram individualizadas e inoculadas em meio de cultura 
¼ WPM, suplementado com AIB (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg L-1) e 1,5 g L-1 de carvão ativado 
para o enraizamento in vitro. As brotações foram transferidas para tubetes contendo 
Plantmax® para posterior aclimatização. Dessa forma, os autores observaram que o 
protocolo mais eficiente para a germinação in vitro de candeia é utilizando o meio de cultura  
¼ WPM suplementado com 0,56 mg L-1 de GA3 e nível de pH 4,8. No caso da multiplicação, 
o meio de cultura mais eficiente foi ¼ WPM suplementado com 2,8 mg L-1 de BAP e 3,1 mg 
L-1 de AIB. As plantas apresentaram 70% de aclimatização ex vitro, demonstrando que há 
viabilidade de sobrevivência das plântulas no ambiente externo (Figura 4).

Figura 4. Brotações de candeia inoculadas em meio de cultura ¼ WPM suplementado com 3,2 
mg L-1 de AIB, evidenciando o sistema radicular bem desenvolvido aos 30 dias de cultivo in 

vitro (A). Brotação de candeia aclimatizada em substrato Plantmax® aos 60 dias de cultivo ex 
vitro (B). Fonte: Prudente et al. (2016).
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Braga et al. (2015) apresentaram um protocolo para a germinação in vitro e 
indução de calos em Pyrostegia venusta, uma espécie medicinal do Cerrado. Foi obtido o 
estabelecimento de culturas a partir de sementes germinadas in vitro e a indução de calos 
diretamente de explantes foliares das plântulas obtidas. 

As sementes foram germinadas em meios MS e WPM contendo 100 e 50% da 
concentração de sais, suplementado com 30 g L-1 de sacarose.  A calogênese consistiu na 
inoculação de segmentos foliares em meio MS acrescido de 2,4-D ou BAP, na presença ou 
ausência de luz. 

A porcentagem de germinação foi em média de 85%. Partes aéreas e raízes de 
plântulas obtidas em meio WPM com 50 e 100% da concentração de sais, apresentaram 
elevados teores de compostos fenólicos totais e flavonóides, em relação àquelas obtidas 
em meio MS. 

Já os calos induzidos com menores concentrações de 2,4-D apresentaram maiores 
valores de matéria fresca e seca. Todos os tratamentos proporcionaram a obtenção de calos 
com teores de compostos fenólicos totais e flavonóides iguais ou superiores ao explante 
inicial. Demonstrando a relevância desta técnica para a obtenção dessas plântulas que 
apresentam alto potencial antioxidante.

Almeida et al., (2015) estabeleceram protocolos eficientes para a multiplicação e 
enraizamento in vitro, bem como para a aclimatização ex vitro de Aegiphila verticillata, uma 
espécie arbórea do Cerrado.

Culturas assépticas foram estabelecidas a partir de sementes e dois experimentos 
de multiplicação foram realizados. No primeiro experimento, foram utilizados 
6-benzilaminopurina (BAP – 0; 2,5; 5; e 7,5 μM) + ácido α-naftaleno acético (ANA – 0; 0,2; 
0,4; e 0,6 μM) e, no segundo, sulfato de adenina, cinetina ou thidiazuron (0; 5; 7,5; 10; e 
12,5 μM). 

Houve mais de 90% de germinação das sementes e reduzida taxa de contaminação 
(2%). Na etapa de multiplicação, o meio que promoveu o melhor desenvolvimento qualitativo 
e quantitativo das culturas foi o suplementado com 7,5 μM de BAP + 0,4 μM de ANA. 

No experimento de enraizamento, foram utilizados ANA, ácido indol acético (AIA) 
ou ácido indol butírico (AIB) (0; 0,1; 0,2; 0,3; e 0,4 μM). Plântulas enraizadas foram 
aclimatizadas inicialmente por 30 dias em bandejas de isopor, período após o qual foram 
transferidas para vasos, em casa de vegetação. Apenas 3% das plantas submetidas à 
aclimatização inicial morreram, e 70% daquelas transferidas para a casa de vegetação 
sobreviveram e apresentaram desenvolvimento normal (Figura 5). 
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Figura 5. Plantas de A. verticillata em condições de campo, 1,5 ano (A) e 90 dias (E) após 
a aclimatização (escala = 10 cm). Detalhes de frutos na fase inicial de desenvolvimento (F) 
(escala = 1 cm). Culturas em meio de multiplicação em resposta ao BAP + ANA (μM) (1 = 
7,5 + 0.0; 2 = 7,5 + 0.2; 3 = 7,5 + 0,4; 4 = 7,5 + 0,6); e 90 dias após a inoculação (C), e a 
diferentes concentrações de SA (1 = 7,5 μM), KIN (2 = 7,5 μM) e TDZ (3 = 5 μM), um ano 

após a inoculação in vitro (B); culturas em meio de enraizamento em presença de diferentes 
concentrações de AIA e AIB, 90 dias após a inoculação in vitro (D) (escala = 1 cm). Fonte: 

Almeida et al., (2015).

Esses são alguns exemplos de trabalhos que corroboram sobre a viabilidade e 
importância da micropropagação para a prospecção de espécies endêmicas do Cerrado, 
existem muitos outros inclusive aplicados a outros biomas e grande parte desses 
aplicados à produção de genótipos de interesse comercial mas de difícil reprodução; à 
produção padronizada e contínua de metabólitos de interesse medicinal; à conservação 
de germoplasmas de espécies ameaçadas de extinção. Mas não poderíamos finalizar este 
capítulo sem citar a  importante contribuição da micropropagação para pesquisas voltadas 
à biologia molecular das plantas, que nos levaram à elucidação de respostas metabólicas a 
diferentes elicitores (VANISHREE et al., 2004; DINNENY e BENFEY, 2008; LAMBERT et al., 
2011; POLLIER et al., 2011; DUDAREVA et al., 2013) , à compreensão de mecanismos de 
expressão gênica (VERPOORTE e MEMELINK, 2002; GOSSENS et al., 2003; GOSSENS 
e RISCHER, 2007) e suas respostas às variações climáticas (SEXTON et al., 2016), dados 
esses que muito em breve devem auxiliar e influenciar na seleção de genótipos adequados 
para recuperação de áreas degradadas considerando suas próprias particularidades.
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