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Resumo - A micropropagagdo apresenta um enorme potencial de aplicagdo para a
multiplicacdo de genotipos de espécies florestais brasileiras de interesse. Os estudos
relativos ao cultivo in vitro de tais espécies estdo relacionados, principalmente, a
auséncia de resposta morfogénica as demais técnicas de propagacdo bem como, a
conservagdo in vitro de germoplasma. A micropropagagéo via proliferagdo de gemas
axilares corresponde ao principal sistema de propagagdo in vitro utilizado para a
multiplicagdo de gendtipos selecionados, em razéo da maior simplicidade ao comparar
com a organogénese e embriogénese somatica. Entretanto, em vista das espécies
florestais nativas serem pouco estudadas, os avangos quanto a propagagao in vitro ainda
580 poucos expressivos. Dessa forma, € necessaria a condugao de novos trabalhos para
promover avangos do cultivo in vitro nestas espécies, bem como o desenvolvimento de
novas composi¢des de meios de cultura, testar a interagdo de reguladores de crescimento
ou, até mesmo, sistemas de biorreatores, buscando assim, consolidar a técnica de
micropropagagdo como estratégia aplicavel na silvicultura de espécies nativas.

Micropropagation of Brazilian forest species

Abstract - Micropropagation has potential application for multiplication of genotypes
of Brazilian forest species. The studies on the in vitro culture of these species are related
to their recalcitrance to other propagation techniques as well as in vitro conservation of
plant germplasm. Micropropagation via axillary bud proliferation corresponds to the main
system used for in vitro propagation, due its simplicity compared to organogenesis and
somatic embryogenesis. However, the native forest species are poorly studied consequently
the advances in the propagation in vitro are still few expressive. Thus, it is necessary
to develop new works to promote advances in in vitro culture of native species, as the
use of new media culture compositions, growth regulators or even bioreactor systems,
seeking to consolidate the technical as applicable strategy in the Brazilian silviculture.

Introduciao

No Brasil, a madeira ¢ outros produtos ndo-
madeireiros obtidos a partir das espécies florestais da
flora brasileira sdo obtidos quase que exclusivamente
da exploragdo das florestas naturais (Plano..., 2006).
Por exemplo, os segmentos de madeira serrada e,
mesmo o de carvao vegetal, dependem em grande
parte do abastecimento de matéria-prima por parte

das formagoes florestais nativas (Fick, 2007; Shimizu,
2007). Em consequéncia, a exploragdo indiscriminada
das florestas nativas tem posto muitas espécies e, até
mesmo populagdes em risco de extingdo, como por
exemplo, Araucaria angustifolia (Sousa & Aguiar,
2012), Swietenia macrophylla (Silva et al., 2004) e
Dalbergia nigra (Sartor et al., 2013). Dessa forma, sao
essenciais estudos visando o aperfeicoamento de técnicas
de multiplicacdo em larga escala de espécies nativas para
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aplicac@o em plantios homogéneos, recuperacao de areas
degradadas, melhoramento genético e conservagao de
germoplasma.

A propagacdo da maioria das espécies florestais ¢
realizada via seminal, principalmente, devido a auséncia
de informagdes silviculturais destas espécies (Dias et
al., 2012) e pela maior facilidade operacional e menores
custos de produgdo que o método apresenta. No entanto,
ha problemas quanto a propagacdo seminal de varias
espécies florestais nativas devido a baixa porcentagem de
germinagao, que muitas vezes ¢ decorrente da dorméncia
das sementes (Ferrari et al., 2004). Acrescenta-se
ainda, dificuldades de obtencdo e coleta de sementes
em quantidade suficiente para a produgdo de mudas
(Debnath, 2004), pois muitas espécies produzem
quantidades variaveis e em intervalos irregulares ao longo
do tempo, aliado ao desconhecimento sobre a fenologia
das espécies florestais nativas (Viani & Rodrigues,
2007), fatores que acarretam em longo periodo de tempo
para a produg@o da muda (Nepomuceno et al., 2009).

A falta de sementes melhoradas geneticamente, ou
pouco conhecimento tecnoldgico disponivel a respeito
da silvicultura da maior parte das espécies nativas e
a falta de disponibilizagdo dos conhecimentos vindos
das poucas iniciativas de plantio, ainda ndo permitem
a adog@o de medidas extensivas que possam estimular
e favorecer novos empreendimentos sem incorrer
em potenciais riscos (Plano..., 2006). Dessa forma, a
propagagdo vegetativa apresenta-se como alternativa
de multiplicacdo no que se refere as dificuldades na
propagacdo seminal de espécies florestais nativas,
tanto ao considerar as finalidades comerciais quanto a
conservagdo de recursos genéticos.

No Brasil, as pesquisas relativas a clonagem de espécies
florestais nativas ainda contemplam poucas espécies e
técnicas de clonagem (Santos et al., 2011). Atualmente,
as aplicagdes da micropropagagdo de espécies nativas
destinam-se, principalmente, aos genotipos considerados
de dificil multiplicacdo pelos tradicionais métodos de
propagacao (Fick, 2007; Pelegrini et al., 2011), aos
que produzem metabolitos secundarios de interesse
farmacologico (Fumagali et al., 2008), a conservacao
de germoplasma in vitro de espécies que se encontram
ameacadas de exting@o (Nunes et al., 2003; Noleto &
Silveira, 2004; Souza & Pereira, 2007; Malosso et al.,
2012), bem como ao desenvolvimento de técnicas de
biologia molecular (Xavier et al., 2013; Sobha et al.,
2003). Esta revisdo aborda as pesquisas relacionadas
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com a micropropagacao de espécies nativas, bem como,
as perspectivas e tendéncias de aplicagdo de novas
técnicas biotecnologicas.

Micropropagacio de espécies florestais nativas

A propagagio in vitro pode constituir uma alternativa
econdmica adequada em relacdo aos métodos classicos
de propagacdo de espécies florestais nativas, pois além
de oferecer a possibilidade de propagagdo de arvores
selecionadas, possibilita a limpeza clonal, obtendo-se
plantas livres de virus por meio de apices caulinares
e meristemas, superando problemas de contaminagdo
patogénica (Wendling et al., 2006). Além disso, a
alta taxa de multiplicagdo acelera os programas de
propagagdo clonal, fato que possibilita a propagacdo
vegetativa de genotipos de alto valor comercial e de
dificil enraizamento (Teixeira, 2001).

Segundo dados do Servigo Florestal Brasileiro (2012)
no Brasil ha cerca de 7.880 espécies florestais arboreas.
Apesar desse elevado o nimero das pesquisas em
rela¢do a micropropagacdo de espécies florestais nativas
ainda sao reduzidas. No entanto, deve-se considerar a
importancia destes trabalhos, os quais podem contribuir
significativamente para a produgdo comercial de espécies
de elevado interesse, possibilitando sua multiplicacdo
rapida em larga escala ¢ em curto espago de tempo.

Dentre os principais problemas existentes na
micropropagacao, ressalta-se a recalcitrancia de varias
espécies nativas ao cultivo in vitro e a contaminagao
por microrganismos (tanto exdgena quanto endogena),
representando limitagdes ao estabelecimento das culturas
em condigoes in vitro (Xavier et al., 2013). Além disso,
as respostas das plantas as técnicas de micropropagacao
sdo variaveis, ¢ dependem da espécie, variedade e/ou
cultivar, época de coleta, tipo de explante utilizado e
condi¢des de cultivo (Wendling et al., 2006).

A micropropagacgdo de espécies florestais pode ser
realizada via proliferacdo de gemas axilares, organogénese
e embriogénese somatica (Xavier et al., 2013). A
variabilidade genética entre espécies e dentro da mesma
espécie pressupde o ajuste da metodologia para cada
material genético, o que torna o processo demorado, e
em certas ocasides, oneroso (Wendling et al., 2006). A
micropropagacdo pela proliferagdo de gemas axilares
provenientes de explantes obtidos tanto de plantulas como
de material adulto, corresponde a0 método mais utilizado na
propagacao in vitro de varias espécies lenhosas (Tabela 1).
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Tabela 1. Exemplo de espécies florestais nativas do Brasil propagadas in vitro sob diferentes sistemas de micropropagagao.

Espécies

Explante

Nome comum

Sistema de micropropagacio

Referéncia

Acca sellowiana

Acrocomia aculeata

Amburana acreana

Anadenanthera
colubrina var. cebil

Aniba rosaeodora

Araucaria angustifolia

Aspidosperma
ramiflorum
Aspidosperma
polyneuron

Cabralea canjerana
Caesalpinia echinata

Caesalpinia pyramidalis

Caryocar brasiliense
Cedrela fissilis

Cedrela odorata

Celtis sp.
Cordia trichotoma

Cordia trichotoma

Dalbergia nigra

Didymopanax
morototoni

Erythrina velutina

Eugenia involucrata

Eugenia pyriformis
Guazuma crinita
Guazuma crinita

Hancornia speciosa

Handroanthus
impetiginosus

llex paraguariensis

embrides zigoticos
embrides zigbticos
segmentos nodias
plantulas
embrides zigoticos
gemas apicais
embrides zigbticos
segmentos apicais

segmentos nodais
segmentos nodais
folidlulos

segmentos apicais
segmentos nodais
plantulas

segmentos nodais
segmentos nodais

segmentos apicais

segmentos nodais
plantulas

segmentos nodais
segmentos apicais
segmentos nodais
raiz

caule

nodulo foliar

folha cotiledonar

plantulas

segmentos apicais
segmentos nodais
segmentos nodais

plantulas
raizes e peciolos

plantulas
segmentos nodais
epicotilos
embrides zigoticos

segmentos nodais

goiabeira serrana

macauba
cerejeira
angico

pau-rosa

araucaria
guatambu-amarelo

peroba-rosa
canjarana
pau-brasil

catingueira

pequizeiro
cedro

cedro

juazeiro-de -bode
louro-pardo

louro-pardo

jacaranda da Bahia

morototo, caixeta

mulungu

cerejeira-do-rio-
grande

uvaieira

bolaina blanca

mangaba

ipé rosa

erva-mate

embriogénese somatica

embriogénese somatica

proliferacdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares

proliferagao de gemas axilares

embriogénese somatica
proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares
proliferagdo de gemas axilares
calogénese'

proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares
proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares
proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares

prolifera¢do de gemas axilares

embriogénese somatca

prolifera¢do de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares

proliferacdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares
organogénese

organogénese
proliferagdo de gemas axilares
proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares

proliferacdo de gemas axilares

Booz & Pescador (2007)

Moura et al. (2008)

Fermino Junior &
Pereira (2012)

Nepomuceno et al.
(2009)

Handa et al. (2005)

Astarita & Guerra (2000);
Santos et al. (2002)

Hubner et al. (2007)

Ribas et al. (2005)

Rocha et al. (2007)

Werner et al. (2007;
2009)

Silva et al. (2012)

Santos et al. (2006)

Nunes et al. (2002),
Amaral (2006)

Saldanha et al. (2010)

Sato et al. (2001)

Fick et al. (2007),
Heberle (2010)

Mantovani et al. (2001)
Sartor et al. (2013)

Franco et al. (2006)

Costa et al. (2010)
Golle et al. (2012)

Nascimento et al.
(2008a, 2008b)

Maruyama et al. (1996)
Maruyama et al. (1997)

Soares et al. (2007)

S4 (2009), Lédo et al.
(2007, 2011), S4 et al.
(2012)

Larraburu et al. (2012)

Horbach et al. (2011)

Santos & Wendling
(2010)

= desenvolvimento de desorganizado de células, sem a formagao de 6rgaos.
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Tabela 1. Continuagdo.

L. S. de Oliveira et al.

Espécies

Explante

Nome comum

Sistema de micropropagacio

Referéncia

Jacaranda decurrens

Luehea divaricata

Maclura tinctoria

Miconia sp.

Mimosa
caesalpiniaefolia

Myracrodruon
urundeuva

Myrciaria aureana

Moringa oleifera

Myrcianthes pungens
Ocotea odorifera

Ocotea catharinensis

Ocotea porosa

Parapiptadenia rigida

Peltophorum dubium

Plathymenia reticulada

Schizolobium parayba
var. amazonicum

Schizolobium
amazonicum

Sebastiania schottiana

Stryphnodendron
polyphythum

Swietenia macrophylla

Theobroma
grandiflorum

segmentos nodais
segmentos apicais
segmentos nodais
fragmentos foliares
segmentos nodais
segmentos nodais
segmentos nodais
folhas

segmentos apicais
segmentos nodais
segmentos apicais

segmentos nodais
cotilédones
plantulas

apices caulinares

segmentos apicais
embrides zigdticos
embrides zigbticos
embrides zigdticos
segmentos apicais
plantulas

segmentos apicais
segmentos nodais
epicotilo
segmentos
cotiledonares

segmentos nodais

eixos embrionarios
segmentos nodais

segmentos nodais

segmentos
cotiledonares

plantulas

segmentos apicais e
nodais

segmentos nodais
epicotilo e folhas
epicotilo

folhas e raizes

botdes florais

carobinha

agoita-cavalo

taiiva

jacatirdo

sabia

aroeirinha

jabuticaba

moringa

gabijuzeiro
canela sassafras

canela preta

imbuia

angico-vermelho

canafistula

vinhatico

parica
parica
sarandi
barbatiméao
mogno
mogno

mogno

mogno

mogno

cupuagu

proliferacdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares

calogénese!

proliferagao de gemas axilares

organogénese

proliferacdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares

embriogénese somatica

proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares
proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares

proliferagao de gemas axilares

proliferagao de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares
proliferagdo de gemas axilares
proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares
proliferagdo de gemas axilares
proliferagdo de gemas axilares

proliferagdo de gemas axilares
calogénese'
calogénese'

calogénese'

proliferagao de gemas axilares

Malosso et al. (2012)
Flores et al. (2011)

Leén (2010)

Gomes et al. (2010)
Cid et al. (1997)

Oliveira et al. (2007)

Andrade et al. (2000)

Motoike et al. (2007)
Cysne (2006)

Souza et al. (2011)

Silva et al. (2001),
Moritz et al. (2009)

Moritz et al. (2009)
Moritz et al. (2009)

Pelegrini et al. (2011)

Kielse et al. (2009),
Nascimento (2008)

Bassan et al. (2006)

Curti (2011)
Moura et al. (2012)

Reis et al. (2009)

Cordeiro et al. (2004a,b)

Deschamps & Pinto.
(1995)

Franga et al. (1995)
Couto et al. (2004) e
Lameira et al. (2005)
Pinto (2012)

Brunetta et al. (2006)
Rocha & Quoirin (2004)

Ferreira et al. (2009)

!'= desenvolvimento de desorganizado de células, sem a formagéo de 6rgéos.
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Etapas da micropropagacio das espécies
florestais

r

A micropropagac¢do ¢ realizada segundo um
determinado procedimento padrao, no qual os explantes
oriundos de material vegetal coletado no campo ou
em casa de vegetacdo passam por uma limpeza e
desinfestacao prévia ao estabelecimento in vitro (Dutra et
al., 2009). Apos o estabelecimento in vitro, os explantes
sao multiplicados, alongados, enraizados in vitro ou ex
vitro, e por ultimo, aclimatizados em ambiente ex vitro.

Os diferentes trabalhos publicados de micropropagagao
das espécies florestais brasileiras se restringem
apenas as primeiras fases da micropropagacao, que
incluem o estabelecimento e a multiplicagdo in
vitro. Provavelmente, um dos fatores que restringe o
desenvolvimento de protocolos de micropropagagao
para as espécies corresponde a especificidade de resposta
dos genoétipos no cultivo in vitro (Sobrosa & Corder,
2003). Além disso, a propria variabilidade dos explantes,
por ser na maioria dos trabalhos de origem seminal,
constitui em uma barreira ao cultivo in vitro, exigindo
ajustes especificos nas etapas da micropropagacao dos
genotipos.

Estabelecimento in vitro

O estabelecimento in vitro corresponde a fase mais
critica para a maioria das plantas lenhosas (Fermino
Junior et al., 2009), principalmente quando se utiliza
matrizes adultas selecionadas a campo, devido aos
propagulos apresentarem altas taxas de contaminagao.
Dessa forma, os principais aspectos que devem ser
considerados para o sucesso desta fase relacionam-se as
condigoes fisiologicas das plantas matrizes, o processo
de assepsia e a manipulagdo dos explantes.

(1) Selecao dos explantes

Diversos tipos de explantes podem ser utilizados
para iniciar a propagacdo in vitro. Na selecdo dos
explantes, devem ser considerados aspectos como o
nivel de diferenciagdo do tecido utilizado ¢ a finalidade
da micropropagagao (Wendling et al., 2006). De modo
geral, a micropropagacao de espécies lenhosas ¢ mais
restritiva devido ao elevado nivel de diferenciacao
dos tecidos, comparativamente as espécies herbaceas
(Villa et al., 2009). Assim, a selecdo dos explantes
deve ser realizada, preferencialmente, a partir de
brotagdes fisiologicamente ativas em estadio primario
de crescimento.

Os explantes coletados a partir de arvores adultas
devem possuir caracteristicas juvenis. Para tanto,
empregam-se técnicas de inducdo de rejuvenescimento
da matriz doadora. A decepa das arvores adultas é o
principal procedimento recomendado para obteng¢do
de brotagdes com caracteristicas juvenis. No entanto,
o procedimento é recomendado apenas para aquelas
espécies que apresentam a capacidade de rebrota a
partir da cepa. Quando a decepa da arvore adulta ndo ¢
possivel , o anelamento parcial na base do tronco ¢ uma
alternativa indicada para obtengdo de explantes (Alfenas
et al., 2009). Outra alternativa refere-se ao resgate de
material vegetativo a partir de galhos podados da copa
da arvore e acondicionados em casa de vegetagdo
(Almeida et al., 2007; Wendling et al., 2013). As
brotacdes epicormicas induzidas nos galhos das arvores
sdo utilizadas como explantes para a introdugao in vitro.

O estado fisiologico da planta-matriz tem grande
influéncia na morfogénese, no crescimento ¢ nas taxas
de multiplicagdo in vitro, o que pode ser melhorado
com adequado pré-tratamento ambiental das plantas-
matrizes, particularmente quanto a nutri¢do e ao
controle fitossanitario (Borges et al., 2011). Os pré-
tratamentos aplicados na planta matriz sdo determinantes
para o sucesso da desinfestacdo e estabelecimento
in vitro dos explantes, principalmente no que se
refere a microorganismos endogenos. Os tratamentos
fitossanitarios nas plantas matrizes tém por objetivo
manter os agentes microbianos internos (endofiticos)
nos niveis mais baixos possiveis, enquanto os externos
devem ser totalmente eliminados. Em geral, solugdes
antimicrobianas de agdo sistémica ¢ de contato sao
pulverizadas nas plantas para o controle de agentes
microbianos internos e externos, respectivamente
(Wendling et al., 2006). O cultivo ¢ a manutencao das
matrizes fornecedoras dos explantes devem ser realizados
nas melhores condi¢des de sanidade e fertilidade, sendo
recomendado que sejam feitas em condi¢des controladas
para que possam receber tratamento fitossanitario e
nutrigdo mineral adequada (Teixeira, 2001), como o
cultivo em vaso ou em minijardins clonais em sistemas
semi-hidroponicos.

No estabelecimento in vitro de Aspidosperma
polyneuron as mudas, utilizadas como fonte de
explantes, foram mantidas em casa de vegetagdo e
previamente pulverizadas com 0,5 g.L"! de benomyl
(fungicida sistémico benlate-500) (Ribas et al., 2005).
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Em Cordia trichotoma o controle fitossanitario e
nutricional foi feito por meio de pulverizagdes semanais
de solucao contendo fungicidas sist€émicos e de contato
e, quinzenalmente, mediante regas com solugdo nutritiva
(Mantovani et al., 2001). A manuten¢ao das mudas de
Ocotea porosa na casa de vegetagdo como pré tratamento
para o estabelecimento in vitro contribuiu para haver
baixos niveis de contaminagdo dos explantes no cultivo
in vitro (Pelegrini et al., 2011).

A micropropagacao das espécies florestais brasileiras
tem sido realizada basicamente utilizando-se propagulos
provenientes de sementes germinadas in vitro, dada
a dificuldade em se obter material de plantas adultas,
livre de microrganismos e de serem responsivas a
propagacao em condigdes controladas, conforme
relatado em diversos trabalhos (Tabela 1). Devido as
dificuldades apresentadas na propagacdo in vitro de
material adulto h4 poucos trabalhos que reportam a
utilizacdo de segmentos nodais coletados a partir de
arvores maduras estabelecidas a campo, a exemplo dos
trabalhos reportados com C. trichotoma (Mantovani et
al., 2001) e Eugenia involucrata (Golle et al., 2012).

Os 4pices e gemas laterais isolados de plantulas
germinadas in vitro sao os principais tipos de explantes
utilizados na micropropagagao das espécies florestais.
Hubner et al. (2007) e Santos et al. (2006) utilizaram
segmentos apicais de material juvenil germinado in vitro
para multiplicar Aspidosperma ramiflorum e Caryocar
brasiliense, respectivamente. Flores et al. (2011) e
Léon (2010) concluiram que tanto &pices caulinares
quanto segmentos nodais podem ser empregados
para o estabelecimento in vitro de Luehea divaricata,
assemelhando-se ao resultado encontrado por Bassan et
al. (2006) no estabelecimento in vitro de Peltophorum
dubium. Em outro estudo, Nascimento (2008) observou
que o segmento cotiledonar foi o melhor tipo de explante
para regeneracdo in vitro de Parapiptadenia rigida ao
comparar com o segmento nodal. Curti (2011) concluiu
que o uso de epicdtilo contendo o no6 cotiledonar eleva
em 75% a emissdo de brotacdes axilares de Peltophorum
dubium em comparagao a utilizacdo do epicétilo
isoladamente. Da mesma forma, Costa et al. (2010)
obtiveram sucesso na propagacao in vitro de Erythrina
velutina utilizando segmento nodal e o n6 cotiledonar
como explantes.

Segundo Wendling et al. (2006), as gemas apicais
tendem a apresentar maior capacidade de crescimento
que gemas axilares, devido ao forte efeito da dominancia
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apical. Geralmente, devido ao pequeno nimero de
gemas apicais disponiveis em espécies arboreas ou a
sua maior sensibilidade a desinfestagdo, utilizam-se
gemas axilares ou outros tipos de meristemas, como
os oriundos das flores e folhas. Ferreira et al. (2009)
utilizaram explantes florais para introducao in vitro de
Theobroma grandiflorum, obtendo sucesso a partir dessa
metodologia.

Os embrides ou tecidos de sementes sdo também
utilizados como explantes iniciais na micropropagagao.
Reis et al. (2009) utilizaram eixos embrionarios na
micropropagac¢ao de Schizolobium amazonicum. A
utilizagdo deste tipo de explante apresenta vantagens
do ponto de vista experimental para a determinagao
de um protocolo de micropropagagdo (Wendling et
al., 2006). Entretanto, como o embrido ¢é resultado de
recombinagdo génica, constituindo um novo gendtipo,
este fato acaba limitando o processo de clonagem de
individuos superiores estabelecidos a campo.

(2) Desinfestacao dos explantes

As plantas lenhosas apresentam dificuldades para
o estabelecimento in vitro, principalmente devido a
contaminagdo por microrganismos (Erig & Schuch,
2003). Os plantios com espécies nativas ainda ocupam
reduzidas areas, representando um problema para coleta
e selecdo de explantes para o estabelecimento in vitro. O
controle fitossanitario da planta doadora de propagulos
torna-se dificil em situagdes em que as plantas matrizes
encontram-se em areas de floresta.

A assepsia dos explantes ndo expde 0s microrganismos
endogenos aos agentes desinfestantes. Portanto, sugere-
se iniciar o controle asséptico com a aplicacdo de
tratamentos na planta-matriz previamente a coleta de
propagulos, o qual caracteriza-se por um procedimento
arduo e dispendioso quando a planta encontra-se
estabelecida a campo (Xavier et al., 2013). Apesar da
maioria dos microrganismos ndo serem patogénicos,
o seu crescimento € acelerado no meio de cultura a tal
ponto que competem com os explantes por nutrientes,
prejudicando o desenvolvimento e crescimento dos
mesmos (Yamazaki et al., 1995).

De acordo com Cid & Zimmermann (2006), o uso
de meristemas, de compostos quimicos e de plantas
germinadas in vitro sdo as alternativas para contornar
a contamina¢do. Mesmo assim, por muitas vezes, nao
¢ possivel trabalhar com meristemas ou ainda obter
explantes em condigdes assépticas. Dessa forma,
varias substancias com acdo germicida sdo utilizadas
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visando a desinfestagdo dos explantes. Dentre os
agentes desinfestantes mais frequentemente utilizados
para a assepsia de sementes visando a propagagdo in
vitro, destaca-se o hipoclorito de sodio. Este composto
apresentou resultados satisfatorios para a desinfestagao
de sementes de Swietenia macrophylla (Couto et al.,
2004), Cedrela fissilis (Amaral, 2006), C. trichotoma
(Fick et al., 2007; Heberle, 2010), Parapiptadenia
rigida (Nascimento, 2008) e Moringa oleifera (Cysne,
2006). Outros agentes desinfestantes utilizados sdo:
acido cloridrico, cloreto de benzalconico, peroxido de
hidrogénio, nitrato de prata, formaldeido e 6xido de
etileno (Wendling et al., 2006).

As combinagdes dos principios ativos desinfestantes
podem variar muito (Montarroyos, 2000), sendo
necessaria adequagdo de acordo com a espécie € a
sensibilidade do tecido a ser desinfestado (Erig &
Schuch, 2003). Além disso, a imersdo em agua quente
pode controlar parcialmente os microrganismos
associados as sementes, conforme relatado por Flores et
al. (2011) ao desinfestar sementes de Luehea divaricata.

O uso de antibioticos e fungicidas em meio de
cultura justifica-se quando h& contamina¢do microbiana
proveniente de infec¢des sistémicas das plantas
matrizes (Wendling et al., 2006). Além dos antibidticos
e fungicidas, o uso de antioxidantes ¢ justificavel em
espécies lenhosas cujo estabelecimento e crescimento
in vitro sdo dificultados ou limitados pela liberagdo
de exsudados derivados da oxidacdo de compostos
fenolicos.

As concentragdes das solugOes desinfestantes, assim
como as combinagdes dos principios ativos € 0s tempos
de exposigdo, podem variar consideravelmente. Algumas
gotas de detergente sdo comumente adicionadas as
solugdes a base de cloro para melhorar o contato destas
com os tecidos, a partir da reducdo da tensdo superficial
da agua, facilitando a ag¢do do tratamento asséptico.
Também podem ser utilizados fungicidas e bactericidas
durante a desinfestacdo com a incorporacdo em baixas
concentra¢gdes ao meio de cultura de isolamento
(Teixeira, 2001). Sato et al. (2001) observaram que
o fungicida Benlate® (200 mg L) foi eficiente para
controlar a contaminagdo fungica em explantes de
Celtis sp. Ferreira et al. (2009) concluiram que a agao
do antibidtico cefotaxima (100 mg L") juntamente
com o hipoclorito de sodio controlou a contaminagao
de explantes florais de Theobroma grandiflorum. A
contaminacdo bacteriana de segmentos nodais de Cedrela

fissilis foi controlada pela inclusdo ao meio de cultura
de estreptomicina e Benlate®, na concentragdo de 10
mg L' e 300 mg L, respectivamente (Amaral, 2006).

(3) Manipulacio dos explantes

A oxidacdo dos explantes ¢ outro obstaculo a
ser superado durante o estabelecimento in vitro de
espécies lenhosas (Silva et al., 2007). A oxidacdo
fendlica ¢ altamente dependente do gendtipo, da fase
de desenvolvimento da planta ¢ da estagdao do ano
(Werner et al., 2009). Os tecidos recém excisados,
principalmente das angiospermas, tendem a secretar em
elevadas propor¢des substancias fendlicas e taninos no
meio de cultura, em resposta ao ferimento sofrido, os
quais podem modificar a composi¢ao do meio de cultivo
e a absorcdo de metabdlitos (Andrade et al., 2000),
prejudicando o cultivo in vitro.

Dentre as alternativas para a redugao deste problema
recomenda-se a lavagem dos explantes em agua corrente
previamente a desinfestacao, auxiliando na lixiviagdo dos
compostos fendlicos (Grattapaglia & Machado, 1998).
Em geral, adiciona-se aos meios de cultura substancias
antioxidantes, como acido citrico, acido ascorbico,
polivinilpirrolidone (PVP) e carvao ativado (Werner et
al., 2009). A atividade das enzimas no que diz respeito
a biossintese e oxidagdo de fenois sdo aumentadas pela
luz, portanto, o escurecimento dos tecidos poderd ser
reduzido e até mesmo impedido, caso os explantes
sejam incubados no escuro (Melo et al., 2001). A
oxidagdo fenodlica tem sido controlada em diferentes
espécies lenhosas pela reducdo da concentracdo de sais
e de reguladores de crescimento no meio de cultura
e notadamente pela adi¢do de antioxidantes ao meio
(Bassan et al., 2006). Além disso, recomenda-se o
subcultivo dos explantes para novo meio de cultura em
menor espaco de tempo.

Multiplicacio e alongamento

Nesta fase, o principal objetivo ¢ produzir o maior
numero de gemas ou brotos possiveis, no menor
intervalo de tempo e com o minimo de varia¢ao genética
entre explantes, além de livres de contaminantes
que prejudiquem a micropropagagao (Léon, 2010).
A qualidade e homogeneidade das partes aéreas
produzidas também sdo importantes, pois influenciam o
enraizamento adventicio posterior, tanto in vitro quanto
ex vitro.

Alguns fatores afetam o desenvolvimento das culturas
durante a fase de multiplicacdo, como a frequencia de
subcultivos, o tipo e tamanho dos explantes subcultivados

Pesq. flor. bras., Colombo, v. 33, n. 76, p. 439-453, out./dez. 2013



446 L. S. de Oliveira et al.

e os cuidados no procedimento da repicagem (Correia
et al., 1995). Um dos principais desafios baseia-se
em estabelecer as melhores combinacdes e os tipos
de reguladores de crescimento que proporcionem o
crescimento e desenvolvimento adequados dos explantes
de espécies lenhosas. Dependendo dos objetivos da
micropropagacao, deve-se atentar para o tempo e nimero
de subcultivos necessarios durante a multiplicagdo, até
alcancar estadios vegetativos com reatividade das gemas,
de acordo com os interesses da propagacdo (Xavier &
Otoni, 2009).

A resposta a maior ou menor taxa de multiplicacao
ou alongamento, normalmente, tem sido estabelecida
pelo balango hormonal dos reguladores de crescimento.
O 6-benzilaminopurina (BAP) corresponde a citocinina
mais utilizada nos trabalhos de micropropagacao de
espécies florestais, sendo empregada isoladamente na
multiplicagdo in vitro de Schizolobium amazonicum
(Cordeiro et al., 2004a), Cabralea canjerana (Rocha
et al., 2007), Luehea divaricata (Flores et al., 2011),
Ocotea porosa (Pelegrini et al., 2011), Ocotea odorifera
(Moritzetal., 2009), Cordia trichotoma (Heberle, 2010)
e Erythrina velutina (Costa et al., 2010). O BAP também
foi utilizado combinado com outras citocininas, como a
zeatina (ZEA) e a cinetina (KIN) na micropropagagao
de Aspidosperma polyneurum (Ribas et al., 2005) e
com a isopenteniladenina (2-iP) na propagacao in vitro
de Swietenia macrophylla (Schottz et al., 2007). Além
disso, faz-se o uso da acdo combinada de BAP com o
acido naftalenoacético (ANA) (uma auxina sintética),
como por exemplo na micropropagacao de Cedrella
fissilis (Amaral, 2006), Caryocar brasiliense (Santos
et al., 20006), Aspidosperma ramiflorum (Hubner et al.,
2007) e Maclura tinctoria (Gomes et al., 2010).

Os meios de cultura constituem também um fator
relevante na micropropaga¢do, uma vez que possuem
substancias essenciais para o crescimento dos tecidos,
controlam o padrdo de desenvolvimento e a resposta
morfogénica in vitro (Caldas et al., 1998), influenciando
as respostas morfofisioldgicas dos explantes (Almeida
et al., 2012). Existe uma grande variedade de meios
de cultura adaptados para diversas espécies, diferindo,
sobretudo quanto a constituicdo e concentracdo de
nutrientes (Amaral, 2006). Entretanto, o meio de
cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) corresponde
a um dos mais utilizados na propagacao de espécies
florestais nativas, como por exemplo, ao reportado para
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Peltophorum dubium (Bassan et al., 2006), Cedrela
fissilis (Amaral, 2006), Cabralea canjerana (Rocha
et al., 2007), Hancornia speciosa (Lédo et al., 2007),
Ocotea porosa (Pelegrini et al., 2011) e Schizolobium
parayba var. amazonicum (Reis et al., 2009). Além do
meio de cultura MS, o meio WPM (woody plant medium)
(Lloyd & McCown, 1981), desenvolvido especialmente
para o cultivo in vitro de espécies lenhosas, também ¢
utilizado para muitas espécies florestais. Flores et al.
(2011) concluiram que o meio WPM foi o mais eficiente
para a micropropagagdo de Luehea divaricata, bem
como Fick et al. (2007) para a propagacao in vitro de
Cordia trichotoma.

A inclus@o de substancias adsorventes ao meio
de cultura tem sido relatada como uma condicao
indispensavel para o cultivo in vitro de espécies
lenhosas (Werner et al., 2009; Moritz et al., 2009).
Sao relatados também resultados positivos com a
adi¢do de acido citrico e acido ascorbico ao meio
de cultura, visando controlar a oxidacao para
Schizolobium amazonicum (Cordeiro et al., 2004b),
e com o acréscimo de carvdo ativado ao meio de
cultura durante a multiplicagdo de gemas de Cordia
trichotoma (Heberle, 2010).

O cultivo in vitro das espécies florestais por meio
da utilizacdo de biorreatores é uma alternativa mais
eficiente para a producdo de mudas em larga escala
com custos reduzidos, semelhante ao desenvolvido
para cana-de-acucar (Mordocco et al., 2009) e
banana (Kosky et al., 2006). Embora os sistemas de
biorreatores apresentem vantagens em comparacao
com a micropropagagdo convencional para algumas
espécies vegetais agrondmicas, como abacaxi (Escalona
et al., 1999; Silva et al., 2007), banana (Lemos et al.,
2001), batata (Teisson & Alvard, 1999), cana-de-agucar
(Lorenzo et al., 1998), essa técnica de propagacéo ainda
nao tem sido empregada em grande escala para espécies
florestais nativas, tendo sido relatada até o presente
momento apenas para Jacaranda decurrens (Malosso
etal.,2012). Neste trabalho, a taxa de multiplicagdo dos
explantes cultivados no sistema de imersao temporaria
RITA® foi superior a obtida em meio de cultura semi-
solido. Esses resultados indicam que os biorreatores
constituem sistemas promissores para a multiplicagdo em
larga escala de espécies florestais nativas, consolidando
um campo promissor para o desenvolvimento de futuros
trabalhos.
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Enraizamento e aclimatizacao

O enraizamento in vitro caracteriza-se pela indugao
de raizes adventicias em brotagdes alongadas, a partir de
gemas na fase de multiplicagdo/alongamento, visando a
obtengdo de plantas completas para posterior transplante
e aclimatizagdo para as condigdes ex vitro. De modo
geral, os materiais genéticos de espécies lenhosas em
idade ontogenética mais avangada apresentam maiores
dificuldades para o enraizamento adventicio (Mantovani
et al., 2010; Almeida et al., 2007). O enraizamento
pode ser induzido tanto in vitro quanto ex vitro. No
caso de enraizamento in vifro, as raizes sdo induzidas
em meio de cultura sob condi¢Oes laboratoriais,
sendo em ultima fase, as plantas transplantadas para
substratos e acondicionadas em casa de vegetacdo para
a aclimatizacgdo. Neste caso, tem-se melhor controle das
condigdes de cultura obtendo-se elevados percentuais de
enraizamento (Leitzke et al., 2009).

Em geral, a composi¢do do meio de cultura e o
tipo e concentragdes de auxina sdo as variaveis que
mais influenciam o enraizamento, sendo as respostas
dependentes do material genético. Curti (2011) néo
obteve sucesso em induzir raizes in vitro em brotagdes
de Peltophorum dubium na presenga das auxinas ANA,
acido indolbutirico (AIB) e 4cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D). De acordo com Fett Neto et al. (1992), em
espécies florestais lenhosas, o enraizamento adventicio é
induzido em meio de cultura com auxina, com a posterior
transferéncia para meio de cultura isento de regulador
de crescimento, estimulando, assim, a rizogénese e
o crescimento das raizes. Dentre as auxinas, o acido
indolbutirico (AIB) tem sido muito utilizado em razdo
da baixa fitotoxicidade aos explantes, proporcionando
resultados positivos ao enraizamento in vitro, como o
reportado para Caryocar brasiliense (Santos et al., 2006),
Ocotea porosa (Pelegrini et al., 2011) e Parapiptadenia
rigida (Kielse, 2009). A adi¢do de outros componentes ao
meio de cultura também pode favorecer o enraizamento,
como o 4cido giber¢lico (GA,) na micropropagagdo de
Cedrela fissilis (Amaral, 2006) e de carvao ativado no
enraizamento de Maclura tinctoria (Gomes et al., 2010).

Em relagdo ao enraizamento ex vitro, as brotagdes
alongadas sdo enraizadas diretamente em substrato.
A opgdo por um dos sistemas depende da qualidade
das partes aéreas obtidas na multiplicagdo da espécie,
do genotipo e da infra-estrutura adequada (Santos et
al., 2004). De acordo com Wendling et al. (2006) o
enraizamento ex vitro é mais eficiente, proporcionando

ainducdo de sistema radicial mais adequado do ponto de
vista morfogénico, além de ser mais pratico e econdmico
a0 se comparar com o enraizamento in vitro.

A auxina AIB tem sido utilizada com frequéncia para
a indugdo do enraizamento ex vitro. Ribas et al. (2005)
obtiveram sucesso no enraizamento de Aspidosperma
polyneuron com a imersdo das bases das microestacas
em soluc¢do de AIB. Da mesma forma, Rocha et al.
(2007) enraizaram microestacas de Cabralea canjerana,
utilizando AIB.

A aclimatizac¢do ¢ um dos processos indispensaveis para
a obten¢do de uma microplanta completa (Wendling et al.,
2006). A transferéncia de brotagdes ou microplantas das
condi¢des assépticas e heterotroficas, tipicas na cultura
de tecidos, para o crescimento em ambiente externo
deve ser realizada gradativa e cuidadosamente. Isso se
deve aos explantes apresentarem elevado conteudo de
agua condigdes in vitro (Kubota & Kozai, 1992) ou com
desordens anatomicas e fisiologicas que ndo possibilitam
que o aparato fotossintético opere normalmente (Arigita et
al., 2002). A altaumidade do ar nos frascos de cultura altera
a estrutura da cuticula, os depositos de cera, € as c€lulas do
mesofilo e dos estomatos das folhas, tornando as plantas
suscetiveis a grandes perdas de 4gua por transpiraciao
(Costa et al., 2008). Portanto, o sucesso da aclimatizaciao
¢ dependente do controle de fatores, como temperatura,
luminosidade, umidade, substrato e nutrientes.

O processo de aclimatizagdo ¢ realizado com
incremento da irradiancia, mantendo-se elevada umidade
relativa do ambiente apds o transplantio, seguido de
reducdo da mesma, até¢ que a fase de rustificagdo se
complete (Campostrini & Otoni, 1996). Geralmente,
a umidade relativa do ar (UR), em particular no inicio
do processo, ¢ controlada em casa de vegetagdo a partir
da utilizagdo de estrutura coberta com filme plastico
(polietileno) e com nebulizagao frequente em intervalos
pré-determinados. Rocha et al. (2007) observaram 90%
de sobrevivéncia em microestacas de Cabralea canjerana
ao aclimatiza-las em casa de vegetacdo durante 30 dias.
O uso de uma estrutura coberta com sombrite também
favorece a aclimatizacdo, conforme relatado por Gomes
et al. (2010) com plantas micropropagadas de Maclura
tinctoria, reportando 97% de sobrevivéncia.

O substrato ¢ outro fator importante envolvido na
aclimatizacao ex vitro, pois ele pode facilitar ou impedir
o crescimento das plantas (Skrebsky et al., 2006). As
caracteristicas do substrato como o elevado espaco de
aeragdo associado a elevada capacidade de retengao de
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agua sao fatores fundamentais durante a aclimatizagdo
(Girardi & Pescador, 2010). Diversos substratos tem sido
utilizados, tais como substratos comerciais para o plantio
de hortali¢as, fibras de coco, vermiculita ou areia. No
entanto, embora o substrato possa ser formado por um
unico material, dificilmente sera encontrado um ideal
com todas as caracteristicas necessarias, sendo utilizada
a mistura de dois ou mais materiais.

Organogénese e embriogénese somatica

De acordo com Xavier et al. (2013), a organogénese
corresponde a indugdo de gemas adventicias diretamente
sobre o explante ou calo (ou seja, organogénese
indireta), mediante a desdiferenciagdo e rediferenciacdo
celular, levando a formacdo de uma planta completa a
partir da atividade meristematica em células maduras
diferenciadas. Xavier & Otoni (2009) relataram que
o processo de organogénese in vitro é considerado
complexo, com a atuagdo de multiplos fatores externos
e internos, envolvendo interagdo entre fonte de explante,
meio de cultura, fatores do ambiente, agdo de reguladores
de crescimento, em particular auxinas e citocininas,
como também da habilidade dos tecidos em responder
a mudangas hormonais durante o periodo de cultivo.

Na area florestal, este sistema de micropropagacao
tem potencialidade de utilizagdo na conservagdo de
germoplasma in vitro, aplicagdo nos programas de
propagacdo clonal, auxiliando no desenvolvimento
de protocolos eficientes de regenerac¢do para diversas
espécies, no melhoramento florestal, como também,
na obtengdo de plantas transgénicas via transformacgao
genética (Xavier et al., 2013). No entanto, diante da
escassez de informagdes referentes a organogénese
in vitro de espécies florestais nativas, ainda se faz
necessaria a adequagdo de protocolos de regeneracdo
visando aplicacdo na propagagdo in vitro. Dentre os
trabalhos publicados via organogénese destacam-se 0s
desenvolvidos para Hancornia speciosa (Soares et al.,
2007) e Miconia sp. (Cid et al., 1997).

A embriogénese somatica, embora tenha um enorme
potencial de aplicagéo na area florestal, ainda apresenta
poucas pesquisas que envolvam espécies florestais
nativas, demonstrando uma caréncia de estudos com
esta técnica. Alguns trabalhos tem sido desenvolvidos
com Araucaria angustifolia (Astarita & Guerra,
2000; Santos et al., 2002; Silveira et al., 2002), Hevea
brasiliensis (Sobha et al., 2003), Acca sellowiana (Booz
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& Pescador, 2007), Caesalpinia echinata (Werner et
al., 2007), Myrciaria aureana (Motoike et al., 2007),
Acrocomia aculeata (Moura et al., 2008), Theobroma
cacao (Silvaetal., 2009) e Amburana acreana (Fermino
Junior & Pereira, 2012), demonstrando que essa técnica
¢ promissora para a propagagao in vitro de espécies
nativas, considerando que a sua aplicabilidade devera
ser melhor investigada em futuros trabalhos.

Consideracoes finais

Amicropropagacao de espécies florestais nativas apresenta-
se com potencial para a conservagdo de germoplasma
in vitro, limpeza clonal, producao massiva de mudas de
espécies, aceleragdo de programas de melhoramento pela
multiplicagdo de clones, além de atuar como base para outras
técnicas biotecnologicas, como a transformagao genética e
a producdo de metabolitos secundarios.

Entretanto, em vista do grande numero de espécies
florestais, hd caréncia de trabalhos de propagacdo in
vitro, os quais tém sido realizados principalmente para
o desenvolvimento de protocolos de micropropagagao,
com pesquisas relacionadas aos meios de cultura,
componentes dos meios nutritivos, concentragdes de
reguladores de crescimento, selegdo e desinfestagdo
de explantes. Ainda residem dificuldades relacionadas
a micropropagagdo, como contaminacdes fungicas e
bacterianas endofiticas, oxidagdo fendlica e auséncia
de resposta morfogénica dos explantes.

Diante do exposto, a micropropagacdo ndo deve
ser visualizada isoladamente, mas sim, como uma
ferramenta de complementacdo das demais técnicas
convencionais de propagacao seminal e demais sistemas,
como biorreatores.
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