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1 INTRODUÇÃO  GERAL  

 

A produção de espécies frutíferas do Cerrado tem tido destaque econômico nos 

últimos anos, sendo responsável pela complementação da renda familiar de pequenos 

agricultores. Em um contexto social, os frutos do Cerrado destacam-se por fazer parte da 

cultura e alimentação das populações que nele vivem (Silva & Egito, 2005). Desta forma, o 

extrativismo de frutos do Cerrado representa, para as famílias que dele fazem uso, uma 

identidade especial que valoriza tanto o bioma como as pessoas que dele dependem. 

Entretanto, o maior aproveitamento da produção de frutos nativos é prejudicado pela 

organização precária em todo o seu sistema de produção e processamento, o que inclui 

extrativismo predatório e desmatamento desenfreado do domínio (Avidos & Ferreira, 

2000). Estas práticas colocam em risco a sobrevivência de algumas espécies frutíferas de 

potencial econômico que poderiam ser aproveitadas no futuro em programas de 

domesticação e melhoramento.  

Neste contexto, a cagaiteira [Eugenia dysenterica (Mart.) DC.] apresenta-se 

como espécie do Cerrado de potencial econômico, a qual pode ser consumida in natura, ou 

na forma de seus subprodutos como doces, sorvetes, bebidas, entre outros. Contudo, a 

espécie possui alguns entraves quanto à sua propagação e conservação já que a 

recalcitrância das sementes compromete sua longevidade e viabilidade, o que dificulta a 

produção e plantio de novas mudas em qualquer época do ano (Andrade et al., 2003a; 

Pinha et al., 2011). Com isso, técnicas de conservação ex situ juntamente com técnicas de 

cultura de tecidos se fazem necessárias para a conservação dos recursos genéticos vegetais 

e o aprimoramento do processo de propagação desta espécie.  

Técnicas de cultura de tecidos têm sido desenvolvidas para algumas espécies 

do Cerrado, inclusive para a cagaiteira (Silva, 2012), visando resolver ou minimizar os 

entraves descritos, facilitando a propagação in vitro, o intercâmbio de material genético, o 

resgate de germoplasma ameaçado e sua conservação (Pinha et al., 2011). Dentre as 

aplicações da cultura de tecidos vegetais, a micropropagação é a técnica de maior impacto 

e de resultados mais concretos (Torres et al., 1998). Além de garantir mudas livres de 

patógenos, a técnica garante a uniformização nas plantas obtidas pelo processo de 



9 
 

clonagem, desde que observadas as devidas limitações (Martin, 1985). 

Apesar disso, sabe-se que no geral, muitas espécies vegetais possuem 

dificuldades quanto ao estabelecimento in vitro, causadas por vários fatores. Como 

exemplo, pode-se citar excesso de umidade e acúmulo de gases no interior dos frascos, o 

que resulta em várias desordens fisiológicas e má-formação de estômatos (Jackson et al., 

1990). Com isso, cria-se a necessidade de desenvolvimento de técnicas de aperfeiçoamento 

da micropropagação, como os sistemas de trocas gasosas a fim de se melhorar a produção 

de mudas e alicerçar a conservação ex situ da espécie para a multiplicação e preservação de 

genótipos de interesse. 

Existem várias técnicas de conservação ex situ. Dentre elas, a mais empregada 

no Brasil é a de banco de sementes, que consiste na dessecação e armazenamento em 

baixas temperaturas de sementes ortodoxas e intermediárias. (Valois, 1999; Nass, 2001). 

Em E. dysenterica o armazenamento via sementes se torna inviável, tendo em vista a 

recalcitrância das sementes. A criopreservação (conservação de material biológico em 

nitrogênio líquido) é uma das técnicas que emprega a cultura de tecidos e tem a vantagem 

da conservação de germoplasma ex situ em longo prazo com gastos reduzidos (Engelmann, 

2004). Além disso, garante a uniformidade genética do material, desde que observadas as 

devidas concentrações de crioprotetores a fim de se evitar a variação fenotípica (Fahy, 

1986). Esta técnica vem sendo aprimorada com o passar dos anos e tem sido uma das 

grandes promessas para a conservação de recursos genéticos vegetais. 

Tendo em vista o fato de E. dysenterica ser uma espécie tropical, uma das 

alternativas viáveis para a conservação do seu germoplasma vegetal é a criopreservação 

por meio de sementes sintéticas utilizando ápices caulinares. Este último é considerado o 

material ideal, tendo em vista o seu tamanho reduzido, alta capacidade de regeneração e o 

fato das células deste tipo de tecido serem geneticamente estáveis (Paulet et al., 1993). 

Assim, com o desenvolvimento de protocolo de micropropagação da espécie, abrem-se 

possibilidades para a conservação de E. dysenterica, como o armazenamento de sementes 

sintéticas para a sua posterior regeneração. Além disso, isto aumenta a possibilidade de 

produção de mudas para comercialização e reflorestamento e áreas degradadas no Cerrado, 

assim como a conservação de genótipos potenciais para o melhoramento.  



  

 

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 ASPECTOS GERAIS DE Eugenia dysenterica (Mart.) DC.  

 

2.1.1 Características, ocorrência e fenologia 
 

Eugenia dysenterica, mais popularmente conhecida como cagaiteira, pertence à 

família Myrtaceae. Família esta que possui alguns gêneros de frutíferas do Cerrado, tais 

como os gêneros Campomanesia (gabirobeira), Eugenia (pitangueira, cagaiteira e pereira-

do-cerrado) e Psidium (Araçaseiro). A espécie ocorre em maior densidade nos Latossolos 

Vermelho-amarelos, sendo frequente em áreas com temperaturas médias anuais variando 

entre 21°C e 25°C e altitudes de 380 m a 1.100 m (Naves, 1999). 

E. dysenterica ocorre nos domínios do Cerrado, Caatinga, e Mata Atlântica, 

estando adaptada a solos pobres (Naves, 1999). Nietsche et al. (2004), em estudo 

utilizando vários substratos na germinação de cagaiteira, concluiram que quanto à altura de 

plantas e número de folhas, existe superioridade em substratos à base de areia e argila, e 

por isso pode-se afirmar que a planta é pouco exigente em fertilidade. Possui porte arbóreo, 

podendo atingir dez metros de altura. Seu tronco e ramos são tortuosos, casca grossa, 

profundamente sulcada. As folhas são aromáticas, verdes, brilhantes e, quando jovens, 

verde-claras, opostas, simples e a planta é cadulcifólia na floração. No Cerrado, o 

florescimento da acontece geralmente de agosto a setembro, sincronizado com o início das 

primeiras chuvas ou até mesmo antes delas, florescimento este que não dura mais que uma 

semana. As flores são brancas e aromáticas, solitárias e axilares, ou reunidas em fascículos 

axilares. A espécie apresenta tanto autofecundação quanto fecundação cruzada, sendo a 

polinização realizada principalmente pelas mamangavas das espécies Bombus atratus e B. 

morio, no período da manhã. Juntamente com o florescimento surge um fluxo de novas 

brotações ricas em folhas de pigmentação vermelha. No espaço de um mês ocorre a 

formação de frutos. Estes são do tipo baga globosa, de cor amarelo-claro, levemente ácido. 

O epicarpo é membranoso, apresentando de uma a quatro sementes, as quais são 
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de coloração creme e formato oval, achatado ou elipsóide, e medem de 0,8 cm a 2,0 cm de 

diâmetro (Proença & Gibbs, 1994; Martinotto et al., 2008). As sementes também 

apresentam superfície lisa e tegumento coriáceo, constituindo-se quase que totalmente 

pelos dois cotilédones (Agostini-Costa & Vieira, 2004). Apresentam germinação 

criptocotiledonar/hipógea, com vigoroso desenvolvimento inicial do sistema radicular 

(Andrade et al., 2003a) (Figura 2.1). Um quilo de sementes contém cerca de 700 a 1600 

unidades (Donadio et al., 2002) e, a maioria destas germina entre sete e desenove dias. Em 

casa de vegetação, os primeiros sinais do processo de emergência ocorrem aos 35 dias de 

cultivo, quando o epicótilo rompe o substrato (Silveira et al., 2013). 

 

 

Figura 2.1. E. dysenterica. (A) Aspecto das sementes. (B) Ilustração de sementes, sua 
germinação e emergência com vigoroso  crescimento do sistema radicular 
(Andrade et al., 2003b). 

 

A dispersão das sementes ocorre no início da estação chuvosa, uma estratégia 

aparentemente ligada ao estabelecimento da espécie. Segundo Sano & Fonseca (2003), há 

evidências de que esta dispersão seja zoocórica, já que a E. dysenterica apresenta elevada 

produção de frutos carnosos, podendo oferecer recompensa energética para prováveis 
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dispersores. Os autores também afirmam que a espécie possui um grande potencial 

produtivo e pouca alternância de produção, podendo-se encontrar muitas árvores com mais 

de 1.500 frutos na mesma safra. 

 

2.1.2 Aspectos nutricionais 

 

O fruto de E. dysenterica possui teores de vitaminas do complexo B, tais como 

as vitaminas B1 e B2, equivalentes ou superiores aos encontrados em frutas como o 

abacate, a banana e a goiaba, tradicionalmente consideradas como boas fontes destas 

vitaminas (Agostini-Costa & Vieira, 2004). O consumo do fruto (aproximadamente 100 

gramas por dia) contribui significativamente para fornecer as necessidades diárias de 

vitamina C (em média, 71,0%), de vitamina A (em média de 7,5%), e de folatos (em média 

de 7,9%). E. dysenterica mostra-se também com alto rendimento de polpa, e valor 

energético reduzido (Cardoso et al., 2011). O folato sanguíneo, o ferro e a vitamina B12 

têm fundamental importância para o corpo humano, participando de reações indispensáveis 

à formação de novos tecidos. Em mulheres em fase gestacional, a suplementação 

vitamínica contendo folato pode reduzir taxas de ocorrência de defeitos de tubo neural do 

feto, embora exista a preocupação de que esta prevenção possa mascarar a deficiência de 

vitamina B12 (Thame et al., 1998). 

O óleo retirado do extrato de sementes de E. dysenterica é uma importante 

fonte de carboidratos, o qual tem atividade antioxidante e elevado teor de compostos 

fenólicos. Entretanto, em comparação com outros óleos e gorduras, o óleo de sementes de 

cagaita não constitui boa fonte de tocoferóis (vitamina E) (Jorge et al., 2010). Assim, o 

consumo do fruto bem como a exploração de seus subprodutos deve ser incentivado, 

especialmente nas famílias e em grupos socialmente vulneráveis do Cerrado, 

caracterizados por altos níveis de insegurança alimentar e onde os alimentos considerados 

fontes desses nutrientes podem ser escassos (Cardoso et al., 2011). 

 

2.1.3 Utilização da espécie 
 

Em 2005, o Projeto Plantas do Futuro, por meio do Projeto de Conservação e 

Utilização Sustentável da Diversidade Biológica Brasileira (PROBIO) promoveu um 

seminário em que houve o estudo das espécies vegetais do Cerrado de maior prioridade 
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para pesquisa e desenvolvimento. Neste estudo foram identificadas cinquenta e oito 

espécies frutíferas do Cerrado com potencial de uso, destas foram classificadas dezesseis 

espécies prioritárias para pesquisa e conservação. Destas, oito tem potencial de exploração 

sustentada em médio prazo, por exemplo, Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne e oito 

elevado potencial de exploração sustentada a curto prazo, por exemplo, Caryocar 

brasiliense Camb., e E. dysenterica (Vieira et al., 2006). A partir de então, tornou-se 

prioritário o estudo da cagaiteira tanto para o melhoramento destas espécies, quanto para a 

conservação do germoplasma, e, consequentemente, o aprimoramento biotecnológico para 

o melhor aproveitamento econômico da espécie.  

O principal uso comercial de E. dysenterica se dá pelos seus subprodutos, 

como sorvetes, doces e geleias, sendo que seus frutos são encontrados principalmente em 

feiras livres (Avidos & Ferreira, 2000). Oliveira et al. (2011) desenvolveram também um 

vinho dos frutos utilizando fermentação a base de cepas de Saccharomyces cerevisiae. Os 

autores afirmam que a aceitação do vinho foi positiva quanto à acidêz e outros fatores de 

degustação.  

Segundo o conhecimento popular, os frutos da cagaiteira possuem potencial 

laxativo, e é o que dá nome à espécie. Isto é corroborado nos estudos conduzidos por Lima 

et al. (2010a), os quais isolaram o peptídeo capaz de aumentar a motilidade no intestino de 

camundongos por aproximadamente 20,8%, o que é provavelmente responsável pela 

atividade laxante. Além disso, estes peptídeos não apresentaram atividades tóxicas para os 

animais, tal como observado na histopatologia e análises hemolíticas. Estes autores 

também argumentam que este peptídeo poderia ser utilizado no futuro na indústria 

farmaceutica para tratamento de prisão de ventre crônica e síndrome do intestino irritado 

(Irritable Bowel Syndrome - IBS).  

Lima et al. (2010b), em estudo realizado sobre os efeitos do extrato etanólico 

de folhas sob o intestino de camundongos, comprovaram que tais extratos possuem 

propriedades antidiarreicas. Entretanto, em análise histopatológica também foram 

observados efeitos tóxicos sobre o intestino dos camundongos, como lesões na mucosa, 

danos na camada epitelial e perda parcial e/ou alterações morfológicas das vilosidades. 

Plantas que possuem taninos, alcalóides, saponinas, flavonóides, esteróides, e terpenóides 

geralmente tem ação antidiarréica (Jones, 2003). Estudo semelhante foi conduzido por 

Prado et al. (2014). Estes autores entretanto investigaram o efeito do extrato de folhas 

juntamente com carbenoxolona sobre a mucosa gástrica de lesões induzidas por etanol/HCl 
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em camundongos. Os resultados demonstraram que tais extratos possuem efeito 

gastroprotetor, efeito este que parece ser dependente de taninos condensados que se ligam 

às mucinas na mucosa gástrica, formando o revestimento de proteção contra os agentes 

nocivos.  

A tirosinase é conhecida por ser a enzima-chave na produção de melanina. O 

extrato das folhas de E. dysenterica também pode ser utilizado para inibir a tirosinase, bem 

como pode ser usado para o tratamento de desordens dermatológicas associadas com 

hiperpigmentação de melanina (Souza et al., 2012).  

Quanto a atividades antimicrobianas, Costa et al. (2000) utilizaram o óleo essencial da 

hidrodestilação de folhas de E. dysenterica para constatar se este se mostrava como bom 

inibidor de Candida ssp e Cryptococcus ssp. Os resultados do estudo indicaram que vinte e 

duas estirpes do gênero Cryptococcus foram inibidas pelo óleo das folhas, o que pode abrir 

grandes oportunidades para a indústria farmacêutica.  

 

2.1.4 Propagação 

   

As sementes de E. dysenterica possuem alguns empecilhos quanto ao 

armazenamento à médio e longo prazo. Por possuir comportamento recalcitrante, suas 

sementes não podem ser desidratadas abaixo de um determinado grau de umidade, sem que 

ocorram danos fisiológicos.  Andrade et al. (2003a) conduziram estudo sobre dessecação e 

viabilidade de sementes de cagaiteira, analisando a germinação desta em relação à 

temperatura, a dessecação sob diferentes regimes de secagem e armazenamento sob três 

temperaturas. Os autores concluíram que o armazenamento próximo de 45% de umidade 

habilita a sobrevivência das sementes por 175 dias, com mais de 50% de viabilidade. Sobre 

a dessecação, os autores concluíram também que as sementes apresentaram altos teores de 

umidade ao serem retiradas do fruto (47-53%) e sua viabilidade é completamente perdida 

quando a umidade é reduzida para valores abaixo de 18-22%. Alves et al. (1992) 

verificaram a viabilidade das sementes de cagaita por meio da porcentagem e velocidade 

de emergência das plântulas. Dentre os diversos tratamentos, verificou-se que as sementes 

armazenadas por quinze dias à 8°C no período de pré-semeadura, resultaram em maior 

porcentagem de plântulas emergidas (93,75%) dentro de um período de vinte e nove dias.  

Pela recalcitrância das sementes de E. dysenterica, tornam-se necessários 

aprimoramentos nos protocolos de propagação vegetativa da espécie, como forma de 
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geométrica. No entanto, deve-se lembrar de que é necessário observar o número máximo 

de ciclos de cultivo para cada espécie, a fim de se evitar desordens como a variação 

somaclonal. Esta é caracterizada por variação fenotípica de plantas regeneradas de cultura 

de células ou tecidos in vitro, e que pode ser transitória ou permanente e herdável (Illg, 

1990). 

Em se tratando de produção de mudas, a qualidade destas é determinada por 

suas características genéticas, fisiológicas e morfológicas.  A alta qualidade, com tais 

características superiores pode somente ser produzida em ambiente controlado. Por 

conseguinte, em um sistema heterotrófico, as mudas são mantidas em meio de cultura com 

reguladores de crescimento e açúcares, em salas de crescimento dentro de frascos lacrados, 

mantidos em baixa luminosidade, com temperatura e umidade controladas. O nome 

heterotrófico vem do fato de que os carboidratos exógenos são a única fonte de energia 

para o vegetal (Kozai et al., 2005). Todo este aparato se justifica para que seja anulada toda 

a contaminação por microrganismos no interior do frasco, o que pode causar perdas de 

explantes e aumentar os custos do processo. Porém, a vedação do frasco causa acúmulo de 

gases no interior deste (por exemplo, etileno), assim como excesso de umidade 

(caracterizado por frascos com gotículas condensadas em seu interior). Isto resulta em 

alterações morfológicas e funcionamento irregular de estômatos, baixa taxa de 

crescimento, hiperhidricidade, folhas reduzidas, morte prematura de explantes, 

dificuldades no enraizamento, entre outras. (Kozai & Kubota, 2001). 

No sistema fotomixotrófico, ocorre o favorecimento da fotossíntese com a 

utilização de sistemas de iluminação com maior eficiência luminosa, conhecidas como 

Photossynthetically Active Radiation (PAR). Nele ocorre ventilação dentro dos frascos, o 

que normaliza assim a transpiração do vegetal e faz com que os estômatos se tornem 

funcionais. Esta ventilação pode ser feita de várias maneiras como, por exemplo, a não 

utilização de fitas de vedação das tampas e, membranas de transpiração que permitam 

trocas gasosas sem a entrada de microorganismos. Porém, células, tecidos, órgãos ou 

mudas que apresentem clorofila crescem fazendo uso de meio de cultura contendo ou não 

sacarose. Nas condições fotomixotróficas, os vegetais utilizam os hidratos de carbono não 

só endógenos, mas exógenos como fonte de energia (Kozai et al., 2005). Um sistema 

mixotrófico difere do fotomixotrófico apenas pela ausencia de iluminação PAR (Figura 

2.2). 
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Um exemplo de como o sistema fotomixotrófico age sobre a capacidade 

fotossintética em mudas micropropagadas é demostrado por Hdider & Desjardins (1994), 

os quais conduziram estudo sobre o efeito da concentração de sacarose em mudas 

micropropagadas de morango (Fragaria x ananassa Duch. cv Kent) com membranas 

comerciais a base de celulose (Sorbarods®). Neste trabalho, a capacidade fotossintética foi 

influenciada pelo nível de sacarose no meio de cultura com as maiores taxas de 

fotossíntese correspondente às culturas com 0 e 1% de sacarose. 

No sistema fotoautotrófico, a sacarose é totalmente retirada do meio de cultura. 

No sistema fotoautotrófico o vegetal cresce sem nenhuma fonte exógena de carboidrato, 

dependendo apenas da fotossíntese. Geralmente, a micropropagação fotoautotrófica requer 

dois estágios: 1: iniciação; e,  2: multiplicação e enraizamento simultaneamente. Já o 

sistema fotomixotrófico requer três estágios: 1: iniciação; 2: multiplicação; 3: 

enraizamento; 4: aclimatização. Assim, na condição fotoautotrófica, teoricamente, as 

mudas não precisam passar pela aclimatização (Kozai et al., 2005). contudo, alguns 

estudos apontam redução no tempo de aclimatização de mudas em sistema fotomixotrófico 

quando comparadas à mudas oriundas de sistema heterotrófico (Saldanha et al., 2012). Isso 

ocorre pois com a ventilação dos frascos os estômatos se tornam funcionais, fato este que 

reduz consideráveis perdas durante a adaptação das mudas ao ambiente ex vitro na 

aclimatização (Kozai et al., 2005) (Figura 2.2).  

 

 

Figura 2.2.  Tipos de sistemas de cultivo in vitro: Heterotrófico - total vedação e adição de 
sacarose (C12H22O11) ao meio de cultura. Mixotrófico - Frascos ventilados 
(CO2) e adição de sacarose ao meio de cultura; Fotomixotrófico - maior 
eficiência luminosa (fontes PAR), frascos ventilados  e adição de sacarose ao 
meio de cultura; Fotoautotrófico - maior eficiência luminosa, frascos 
ventilados, e sem adição de sacarose ao meio (Kozai et al., 2005).  

PAR: Photosynthetically active radiation 

  Heterotrofico       Mixotrófico       Fotomixotrófico        Fotoautotrófico 
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Pela variação no comprimento de onda PAR, podemos ter desde azul até 

vermelho intenso. A luz azul ocorre em comprimentos de 400 nm a 500 nm com picos de 

fotomorfogênese de 450 nm a 470 nm. Já a luz vermelha em 600nm a 700 nm com picos 

de 730 nm a 740 nm, ou ainda o vermelho intenso, com comprimento de 700 nm a 800 nm. 

A luz azul é absorvida por fotorreceptores nas folhas das plantas, resultando em alta reação 

energética, enquanto que o vermelho e o vermelho intenso são absorvidos pelo sistema de 

fitocromos nas folhas (Kozai et al., 2005).  

Assim, em sistema de micropropagação convencional, como a taxa de 

fotossíntese é mínima pela não utilização de lâmpadas PAR, o principal suprimento 

energético para a planta é o carboidrato adicionado ao meio de cultura. O motivo do uso de 

tais lâmpadas é induzir a fotossíntese nas mudas cultivadas in vitro, a fim de se obter 

mudas com características morfológicas e fisiológicas superiores (Kozai et al., 2005). 

Além do uso de lâmpadas PAR, soma-se a isso o fato de que o crescimento fotoautotrófico 

in vitro pode ser significativamente promovido pelo aumento das concentrações de CO2 e 

pelo descréscimo da umidade relativa no recipiente de cultura. Quando este possui 

ventilação, a umidade relativa no recipiente é reduzida, o que, por sua vez aumenta a taxa 

de transpiração (Chun & Kozai, 2001).  

 

2.2.1.2 Umidade relativa no interior dos frascos 

  

Em sistema convencional de cultivo in vitro, em que se adiciona a água e 

nutrientes adequados ao meio de cultura, pode-se dizer que a umidade no interior do frasco 

é altamente elevada. Uma boa comparação pode ser feita com uma mini-estufa, e, por isso, 

a taxa de ventilação é mínima. Isto pode ser visto com clareza pela formação de gotículas 

condensadas no interior do frasco (Figura 2.4), resultantes da alta umidade relativa (UR) 

(Kozai et al., 2005).  

A temperatura e UR no interior do frasco em sistema heterotrófico são fatores 

que influenciam diretamente no desenvolvimento das mudas. Vários pesquisadores 

relataram que a elevada umidade em recipientes de cultura de tecidos, leva á desordens 

fisiológicas e morfológicas de mudas micropropagadas (Preece & Sutter, 1990; 

Ghashghaie et al., 1992). Ocorrem problemas quanto à deposição de cera da cutícula, os 

estômatos não são funcionais, muitas vezes disformes, pela dificuldade de transpiração. 
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Esta dificuldade na transpiração promove desenvolvimento anormal de estômatos, e com 

isso as mudas não tem a capacidade de resistir ao estresse hídrico após o transplante in 

vitro para condições ex vitro durante a aclimatização (Chen, 2004).  

 

 

Figura 2.4.  A: Explante em brotação sob sistema heterotrófico de Eugenia dysenterica em 
meio WPM semi-sólido e frasco lacrado apresentando gotículas condensadas 
no interior do tubo, resultante da alta umidade. B: Tampas utilizadas em 
sistema mixotrófico que possibilitam ventilação interna. C: Explante em 
brotação sob sistema mixotrófico de Eugenia dysenterica em meio WPM semi-
sólido em frasco ventilado e sem a formação de gotículas internas.  

 

Sabe-se que a transpiração é necessária para o transporte de nutrientes 

inorgânicos no xilema de plantas superiores e com o aumento do fluxo de água, 

consequentemente ocorrerá maior dissolução de solutos. Para verificar tal hipótese, Tanner 

& Beevers (2001) realizaram estudo sobre a transpiração e absorção de minerais em 

plantas de girassol utilizando meio de cultura líquido. Plantas de quinze centímetros de 

altura foram mantidas em um germinador com fotoperíodo de doze horas de luz e doze 

horas de escuro, em um regime em que os minerais foram fornecidos apenas no escuro. No 

germinador foi mantida UR de 100% e o tratamento controle se constituiu de plantas com 

regime em que os minerais foram fornecidos somente no período diurno. Todas as plantas 

C 

B 
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transpiraram 12 a 15 vezes mais água durante a noite, inclusive o tratamento controle. 

Parece, assim, que o transporte de água por convecção no xilema, provocado pela pressão 

da raiz e da gutação resultante, assim como a corrente do floema, por si só é suficiente para 

o abastecimento mineral à longa distância. No entanto, os próprios autores afirmam que 

isto pode ser diferente para plantas lenhosas.  

Aitken-Christie et al. (1995) argumentam que quanto à cultura in vitro, o 

decréscimo na umidade relativa com a maior troca gasosa no frasco aumenta 

significativamente a taxa de transpiração da planta, e consequentemente, a absorção de 

água e de nutrientes. Por este motivo, plantas cultivadas in vitro conseguem sobreviver por 

algum tempo no frasco lacrado, no entanto, com estômatos disformes tanto pelo excesso de 

umidade, quanto pelo acúmulo de gases no interior do frasco, e, por tais deformidades, 

ocorrem maiores perdas na aclimatização (Saldanha et al., 2012). Explantes cultivados sob 

regime heterotrófico originam plantas com elevado conteúdo de água, com grande risco de 

desidratação e morte durante a  aclimatização (Kubota & Kozai, 1992).  

 

2.2.1.3 Acúmulo de gases  

  

Outro problema que muitas vezes afeta o cultivo in vitro é o acúmulo de gases 

tóxicos para a planta no interior do frasco de cultivo sendo o etileno é o principal destes 

gases. A presença de etileno em culturas de tecidos é invariavelmente, uma conseqüência 

do método, uma vez que o frasco é lacrado. Com isso, o etileno pode acumular-se e o 

ambiente dentro do frasco começa a mudar. Assim o etileno é visto como um contaminante 

indesejado e, consequentemente, grande parte da pesquisa sobre etileno em cultura de 

tecidos tem-se centrado na compreensão de como o acúmulo de etileno pode afetar a 

regeneração das mudas (Biddington, 1992).  

O acúmulo de etileno tem um efeito adverso no desenvolvimento das plantas, 

afetando a diferenciação, o desenvolvimento, a morfologia e o crescimento das plantas, 

diminuindo a expansão foliar, a altura dos brotos, inibindo a regeneração de novos brotos e 

causando necrose apical nas plantas (Jackson et al., 1990; Biddington, 1992). Para o 

aumento da concentração de CO2, e simultaneamente, a redução da UR e da concentração 

de etileno, têm-se conseguido, utilizando tampas com membranas permeáveis ou por meio 

do enriquecimento da sala de crescimento com CO2 (Jain & Ishii, 2003).  
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2.3.1 Conservação in situ e ex situ 

 

A conservação de recursos genéticos in situ é um método de conservação que 

busca conservar populações de espécies em seu estado natural de ocorrência na natureza. 

Esse método tem como objetivo não só a conservação de indivíduos das espécies de 

interesse, mas também o habitat onde a espécie ocorre, visando a manutenção das 

interações entre os organismos e os processos evolutivos associados (Simon, 2010).  

A conservação in situ está associada a várias vantagens, tais como conservação 

de água e solo, conservação do ecossistema como um todo, além da possibilidade de 

exploração do turismo ecológico. No entanto, também possui algumas desvantagens, tais 

como baixo nível de controle e conhecimento sobre o que se está conservando; risco de 

declínio da população causado por estocasticidade demográfica, patógenos e doenças, 

catástrofes naturais (incêndios, secas prolongadas, enchentes), desmatamento e exploração 

desordenada; dificuldades para o rápido acesso e a utilização de materiais, além do custo 

elevado na caracterização e no monitoramento da reserva genética. Além disso, há uma 

limitação da diversidade genética que pode ser preservada por espécie, tendo em vista que 

uma reserva genética geralmente compreende um grupo de indivíduos que correspondem a 

uma parcela restrita da diversidade genética total de uma dada espécie (Simon, 2010).  

Devido a estas limitações, cria-se a necessidade de se conservar recursos 

genéticos fora do seu ambiente natural. Define-se conservação ex-situ como a manutenção 

de germoplasma fora do habitat à qual pertence, principalmente por ação antrópica. Ela 

visa à formação de coleções (bancos de germoplasma), nas quais, na formação de seus 

acessos, deve-se ter o compromisso da participação no conjunto de atividades técnicas 

direcionadas ao manejo e uso de recursos genéticos, visando aumentar a oferta de produtos 

a serem demandados para o consumo humano (Valois, 1999). No entanto, apesar de tais 

métodos serem considerados potenciais, é importante ressaltar que nenhum método de 

conservação ex situ deve ser visto como substituto para a conservação in situ. Isso por que 

nenhuma técnica que seja aplicada isoladamente conserva de modo adequado toda a 

diversidade genética de determinada espécie, ou seja, seu pool gênico (Divakaran et al., 

2006).  

Dentro de conservação ex-situ, tem-se várias técnicas de armazenamento, 

dentre elas destaca-se: armazenamento de sementes ortodoxas e intermediárias por meio de 

sementes em câmaras frias com baixa umidade relativa (-18ºC à -20ºC na coleção de base e 
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fica tão reduzido que a deterioração biológica é praticamente paralisada. Deste modo as 

características fisiológicas do material se mantem após o descongelamento (Bajaj, 1995). 

Além da redução de espaço no armazenamento do material e do tempo de 

preservação indeterminado, há vantagens na criopreservação relacionadas à redução dos 

custos associados à manutenção de coleções in vivo. Apesar dos custos variarem quanto à 

espécie, métodos e reagentes, no geral a criopreservação é o conjunto de métodos com 

menores custos de manutenção à longo prazo (Li & Pritchard, 2009) .  

O principal desafio para o criobiologista é conseguir congelar a amostra 

evitando que a água forme cristais de gelo. Estes cristais provocam a ruptura do sistema de 

membranas celulares, resultando em perda da semi-permeabilidade e da compartimentação 

celular. Em consequência disso, as células entram em colapso e morrem. Da mesma forma, 

o descongelamento deve ser conduzido de forma criteriosa, evitando-se ao máximo as 

condições para a formação de cristais de gelo no interior das células. Segundo Karlsson 

(2001), processos inadequados de descongelamento causam na maioria das vezes, danos às 

células e tecidos criopreservados. O autor supõe que estas injúrias sejam resultantes do 

processo de desvitrificação (passagem de água do estado vítreo ou amorfo para o estado 

líquido) do conteúdo citosólico, o que leva à formação e ao crescimento de cristais de gelo 

no interior das células; A maioria dos protocolos de descongelamento são realizados por 

meio da rápida imersão das amostras congeladas em banho de água mantido a 40ºC. Desta 

forma, não existe tempo para a recristalização do gelo, evitando assim as injúrias 

provocadas à membrana celular.  

Volk (2010) estudou o envolvimento de genes-chave que controlam a 

tolerância ao frio e congelamento. Dos genes identificados por meio de chips de 

microarrays, 299 genes foram induzidos por situações de dessecação, 54 genes foram 

induzidos pelo frio, e 245 genes foram induzidos por ácido abscísico.  Estes resultados 

indicam também que espécies de clima temperado, por possuírem certa tolerância ao frio, 

são mais propensas à criopreservação. Assim, técnicas de genômica e proteômica são 

fundamentais no estudo da criobiologia, o que pode elucidar trabalhos em que a 

criopreservação não tem dado resultados satisfatórios para espécies tropicais. 
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2.3.2.1 Breve histórico 

 

Entende-se por criobiologia o ramo da ciência que estuda o comportamento 

celular perante baixas temperaturas as quais podem variar de condições hipotérmicas 

moderadas até temperaturas criogênicas. Sua história remonta à antiguidade por volta de 

2500 a.C. pelos egípcios, sendo seu uso aprimorado na Grécia antiga onde inclusive, o uso 

do frio foi recomendado por Hipócrates para estancar hemorragias e inchaços. Polg et al. 

(1949) foram os primeiros à criopreservar sêmen de touro utilizando glicerol. Este último 

se caracteriza como solução crioprotetora, a qual foi desenvolvida durante as suas 

tentativas para preservar espermatozoides de aves. Crioprotetores são substâncias que 

agem na blindagem da célula durante o período de imersão em baixas temperaturas, 

prevenindo a formação de gelo no simplasto e possíveis danos causados pela desidratação 

(Fahy et al., 1987). Mais tarde, Loverlock & Bishop (1959) descreveram a utilização do 

dimetilsulfóxido (DMSO) como agente crioprotetor, cujas características conferem maior 

permeabilidade a vários tipos de células em relação ao glicerol. Esses dois relatos foram 

fundamentais para identificar elementos chaves que desempenhariam um papel crucial no 

progresso da criopreservação, como a necessidade de utilização de agentes crioprotetores, 

o processo pelo qual as células poderiam ser expostas à tais agentes, e ainda, a maneira de 

como descongelar o material (Castro et al., 2011).  

Contudo, a criopreservação vegetal progrediu a passos lentos se comparada 

com os trabalhos envolvendo tecidos animais, principalmente de mamíferos, pois somente 

em dez anos depois Sakai (1960) relatou a sobrevivência de tecidos vegetais quando 

expostos à temperaturas ultrabaixas. Ele utilizou brotos de amoreira desidratados, 

criopreservou em nitrogênio líquido e demonstrou a viabilidade do tecido vegetal após o 

descongelamento. Quase uma década depois, Latta (1971) publicou o primeiro protocolo 

de criopreservação vegetal o qual implementou, posteriormente, os chamados métodos 

clássicos de criopreservação com o uso do congelamento lento, os quais predominaram até 

meados da década de oitenta. A partir desta década, novas técnicas foram desenvolvidas 

com o desenvolvimento de novos crioprotetores para diversos tipos de tecidos. Os testes 

para controlar o congelamento celular de forma adequada foram feitos utilizando diversas 
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substâncias crioprotetoras como sacarose, glucose, manitol, prolinas e polietilenglicol 

(Gonzalez-Arnao et al., 2008).  

 

2.3.2.2 Criopreservação de ápices 

 

Apesar das sementes serem o material mais usado para a conservação (banco 

de sementes) devido à simplicidade do método de armazenamento, em inúmeras espécies o 

processo é inviabilizado pelo tamanho de suas sementes. Neste sentido, sugere-se a 

criopreservação de ápices caulinares, já que existem diversos protocolos aplicáveis com 

alta porcentagem de sucesso (Chang, 1999). 

O bom desempenho do material em cultura de tecidos é um pré-requisito para a 

criopreservação do ápice caulinar, uma vez que as células constituintes dos meristemas são 

menos diferenciadas e possuem ploidia uniforme (comparado a tecidos maduros), a 

organogenese sem a mediação da formação de calos seria um caminho geneticamente mais 

estável. Além disso, depois dos embriões, as células de meristemas apicais possuem maior 

capacidade de regenerar a planta inteira do que qualquer outro tecido (Reed et al., 2011). 

 

2.3.2.3 Principais métodos usados em criopreservação 

 

A criobiologia alcançou grande progresso nos últimos dez anos com o 

desenvolvimento de diversos protocolos de criopreservação para numerosas espécies de 

plantas de propagação vegetativa, cereais, gramíneas, plantas ornamentais, frutíferas 

tropicais e temperadas, entre outras (Santos, 2001). Para cada grupo, usa-se uma técnica 

diferente, tendo em vista o tipo de material a ser criopreservado. Um exemplo pode ser 

dado para sementes ortodoxas, as quais, pelo fato de resistirem à desidratação, podem ser 

criopreservadas sem qualquer tratamento, o que não vale para a maioria dos materiais 

empregados em experimentação (calos, meristemas, sementes recalcitrantes, entre outros), 

os quais possuem quantidade elevada de água em seus tecidos (Reed et al., 2011). 

Segundo Carvalho & Vidal (2003), os métodos de criopreservação podem ser 

desdobrados nas seguintes etapas: pré-crescimento, crioproteção, resfriamento, 

armazenamento, descongelamento e regeneração.  
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- Pré-crescimento: fase preparatória, em que se fornece à cultura condições para tolerância 

ao congelamento. Envolve suplementação de compostos osmoticamente ativos ao meio, 

além de outras substâncias; 

- Crioproteção: aplicação de um ou mais compostos que permitam à célula tolerar as 

mudanças físicas e químicas relacionadas ao congelamento e descongelamento; 

- Resfriamento (congelamento): pode ser feito de forma lenta ou rápida.  

- Armazenamento: feito em botijões ou tanques criogênicos contendo nitrogênio, mantendo 

as espécies a -196 ºC (na fase líquida) ou -150 ºC (na fase de vapor); 

- Descongelamento: tão importante quanto a fase de resfriamento. Deve ser feito 

rapidamente para assegurar que durante o processo não haja possibilidade de 

recristalização da água; 

- Regeneração: reestabelecer o crescimento após a criopreservação. É uma das fases 

críticas. Deve-se permitir a retomada dos processos metabólicos interrompidos pelo 

congelamento com o mínimo distúrbio osmótico e físico. 

O tratamento com agentes crioprotetores é de extrema importância, pois 

suprimem o dano causado pelo congelamento ajudando a manter a resistência às injúrias 

resultantes do processo. Contudo, independente do método empregado, a adição de um 

agente crioprotetor representa um fator chave para o sucesso da criobiologia, sendo 

indispensável sua presença, principalmente se tratando de materiais que possuam elevada 

quantidade de água no interior celular (Castro et al., 2011). Em geral, o agente crioprotetor 

mais utilizado é o DMSO, embora haja indícios de efeitos fisiológicos deletérios quando 

inserido em concentrações que se tornam tóxicas para a célula. Testes devem ser feitos 

para descobrir, em cada material, a concentração de DMSO mais eficiente e menos tóxica 

(Fahy, 1986). 

 

2.3.2.3.1Congelamento lento 

 

O congelamento lento, como o próprio nome diz, consiste em congelar o 

material lentamente. Foi muito utilizado até meados da década de oitenta, sendo 

atualmente um método pouco utilizado. Ele se constitui de três fases: tratamento com 

crioprotetores, diminuição da temperatura até o pré-congelamento (-30ºC a -40ºC) à uma 

velocidade definida (-1ºC a -10ºC/hora) usando-se um congelador programável, seguido de 

imersão direta em nitrogênio líquido (Figura 2.5). Esse método foi baseado nos eventos 
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fisico-químicos que ocorrem durante o processo de congelamento em condições naturais, 

os quais foram descritos por Mazur (1963). À medida que a temperatura é reduzida, uma 

quantidade crescente de solução extracelular é convertida em gelo, permamecendo o meio 

intracelular super-resfriado (supercooling) resultando assim, na concentração de solutos 

dentro da célula.  

Em condições ótimas, a maioria ou toda a água congelável intracelular é 

removida, reduzindo ou evitando a formação de cristais de gelo na imersão posterior da 

amostra em nitrogênio líquido. Como resultado, a célula perde turgor e o potencial hídrico 

das células parcialmente desidratadas iguala-se ao meio extracelular congelado. No 

entanto, como foi dito anteriormente, o congelamento intenso com desidratação induzida 

pode incorrer em eventos prejudiciais devido à concentração de sais intracelulares e 

alterações na mebrana celular (Engelmann, 2004). Isso leva ao seu rompimento, o que é 

causado por congelamento feito de modo errôneo, ou seja, muito rápido. Nesta situação, a 

desidratação é comprometida, o que explica a formação de cristais no interior da célula, 

assim como o rompimento da membrana com injúria mecânica celular (Normah et al., 

2011). 

 

 
Figura 2.5:  Diagrama mostrando as diferentes etapas do congelamento lento. Tratamento 

com crioprotetores, decréscimo da temperatura até o pré-congelamento a uma 
velocidade definida e imersão em nitrogênio liquido. Também estão indicadas 
as etapas do processo de descongelamento e recuperação do material 
preservado (Santos, 2001). 




























































































