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RESUMO

A  crescente  preocupação  com  a  redução  de  danos  ambientais  e  a  busca  por  maior
sustentabilidade na produção agrícola têm colocado pressão sobre produtores, que buscam
simultaneamente novas tecnologias para aumentar o rendimento e a qualidade dos produtos. A
biotecnologia vegetal emerge como uma ferramenta complementar à agricultura tradicional
em larga escala, oferecendo benefícios como propagação clonal massiva, obtenção de plantas
livres de doenças, variação somaclonal, gestão de ploidia, conservação de germoplasmas e
transformação genética. Dentro desse contexto, a Clivia miniata, uma planta herbácea perene,
destaca-se  como  uma  espécie  de  interesse  devido  ao  seu  valor  ornamental  e  potencial
farmacolóligo,  graças  à  produção de alcaloides  como a licorina,  que apresenta benefícios
antivirais, antidiabéticos e antimicrobianos.  No entanto,  o cultivo comercial  in vitro dessa
planta enfrenta desafios, como o tempo necessário para propagação e taxas de multiplicação
relativamente  baixas.  O  estudo  busca  superar  essas  barreiras  por  meio  da  aplicação  de
técnicas de cultura de tecidos vegetais e biotecnologia. A pesquisa se concentra em otimizar a
indução de calos em C. miniata por meio de experimentos utilizando diferentes reguladores
de crescimento. No capítulo 2, a pesquisa examina os efeitos da concentração de sacarose e da
maturidade dos frutos na germinação in vitro de sementes de Clivia miniata e na subsequente
indução de calos. O teste de viabilidade revelou que até 70% das sementes eram viáveis.
Foram testadas cinco concentrações de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g.L-1) no meio de cultivo
MS.  Durante  a  germinação  in  vitro,  a  concentração  de  sacarose  afetou  a  velocidade  de
germinação,  sendo  que  concentrações  mais  baixas  resultaram em maior  germinação  para
sementes de frutos maduros. A indução de calos a partir das plântulas germinadas in vitro teve
resultados  variáveis,  com  altas  concentrações  de  reguladores  de  crescimento  levando  a
mortalidade significativa dos explantes. No entanto, combinações específicas de reguladores
de crescimento mostraram altas  taxas de sobrevivência e  indução de calos.  Os resultados
indicam que a concentração ideal de sacarose para a germinação  in vitro é 5,1 g.L-1, e a
escolha apropriada de reguladores de crescimento, especialmente a citocinina BAP, é crucial
para a eficácia na indução de calos. O terceiro capítulo da tese consistiu de dois experimentos.
No  Experimento  I,  sementes  de  Clivia  miniata foram  testadas  para  viabilidade  e,  após
desinfecção, os embriões foram transferidos para tubos de vidro contendo meio de cultivo MS
e  diferentes  reguladores  de  crescimento.  O  experimento  durou  120  dias  em  condições
específicas de temperatura e ausência de luz.  Os explantes foram avaliados visualmente a
cada 30 dias, e a regeneração dos calos foi realizada em meio suplementado com cinetina e
ácido naftalenoacético. A análise histológica dos calos revelou a ausência de embriogênese
somática.  No  Experimento  II,  os  calos  foram  cultivados  em  biorreatores  de  imersão
temporária  com  diferentes  combinações  de  reguladores  de  crescimento,  sendo  que  o
tratamento com 4 BAP + 4 ANA destacou-se pela maior massa fresca após 60 dias. A análise
da indução de calos mostrou resultados notáveis, especialmente na combinação 4 BAP + 4
2,4-D,  com  aumento  constante  na  porcentagem  de  calos  induzidos  e  sobrevivência  dos
explantes acima de 75%. Tratamentos contendo ácido naftalenoacético resultaram em maior
produção de massa fresca. A citocinina BAP é identificada como essencial para a calogênese,
independentemente da auxina utilizada. Em resumo, o estudo oferece insights valiosos para
otimizar as condições de indução de calos em Clivia miniata, contribuindo não apenas para o
avanço do cultivo  in vitro desta espécie,  mas também para a exploração de seu potencial
farmacêutico. 

Palavras-chave:  calogênese,  clívia,  cultura  de  tecidos  vegetais,  germinação  in  vitro de
sementes, reguladores de crescimento vegetal.



ABSTRACT

The  growing  concern  for  reducing  environmental  damage  and  the  pursuit  of  greater
sustainability  in  agricultural  production  have  placed  pressure  on  producers  who  are
simultaneously  seeking  new  technologies  to  increase  yield  and  product  quality.  Plant
biotechnology emerges as a complementary tool to traditional large-scale agriculture, offering
benefits  such  as  massive  clonal  propagation,  obtaining  disease-free  plants,  somaclonal
variation, ploidy management, germplasm conservation, and genetic transformation. Within
this context,  Clivia miniata, a perennial herbaceous plant, stands out as a species of interest
due to its  ornamental value and pharmacological potential,  attributed to the production of
alkaloids like licorine, which has antiviral, antidiabetic, and antimicrobial benefits. However,
the commercial in vitro cultivation of this plant faces challenges such as the time required for
propagation and relatively low multiplication rates. The study aims to overcome these barriers
through  the  application  of  tissue  culture  and  biotechnology  techniques,  focusing  on
optimizing  callus  induction  in  C.  miniata through  experiments  using  different  growth
regulators. In Chapter 2, the research examines the effects of sucrose concentration and fruit
maturity on the in vitro germination of Clivia miniata seeds and subsequent callus induction.
Viability testing revealed that up to 70% of the seeds were viable. Five sucrose concentrations
(0,  10,  20,  30,  and  40  g.L-1)  were  tested  in  the  MS  culture  medium.  During  in  vitro
germination, sucrose concentration affected the germination speed, with lower concentrations
resulting in higher germination for seeds from mature fruits. Callus induction from in vitro
germinated seedlings yielded variable results, with high concentrations of growth regulators
leading to significant explant mortality. However, specific combinations of growth regulators
showed high survival rates and callus induction. The results indicate that the optimal sucrose
concentration for in  vitro germination is  5.1 g.L-1,  and the appropriate  choice of growth
regulators, especially the cytokinin BAP, is crucial for effective callus induction. The third
chapter of the thesis consisted of two experiments. In Experiment I, clivia seeds were tested
for viability, and after disinfection, embryos were transferred to glass tubes containing MS
culture  medium  and  different  growth  regulators.  The  experiment  lasted  120  days  under
specific temperature and light absence conditions. Explants were visually evaluated every 30
days,  and  callus  regeneration  was  performed  in  medium  supplemented  with  kinetin  and
naphthaleneacetic acid. Histological analysis of the callus revealed the absence of somatic
embryogenesis. In Experiment II, callus was cultivated in temporary immersion bioreactors
with different combinations of growth regulators, and the treatment with 4 BAP + 4 NAA
stood out  for  higher  fresh  mass  after  60  days.  Callus  induction  analysis  showed  notable
results,  especially  in  the  combination  4  BAP + 4  2,4-D,  with  a  constant  increase  in  the
percentage  of  induced  callus  and  explant  survival  above  75%.  Treatments  containing
naphthaleneacetic acid resulted in higher fresh mass production. Cytokinin BAP is identified
as essential for callogenesis, regardless of the auxin used. In summary, the study provides
valuable insights to optimize callus induction conditions in Clivia miniata, contributing not
only to the advancement of in vitro cultivation of this species but also to the exploration of its
pharmaceutical potential.

Keywords:  callogenesis,  clivia,  in  vitro seed  germination,  growth regulators,  plant  tissue
culture.
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INTRODUÇÃO GERAL

As mudanças climáticas são uma realidade. Seus impactos já podem ser sentidos, por

meio de eventos meteorológicos extremos ao redor do planeta, causando impactos adversos

generalizados e a perdas e danos relacionados à natureza e às pessoas (IPCC, 2023). Dentre

estes  impactos,  destaca-se  o  aumento  da  frequência  e  intensidade  dos  eventos  climáticos

extremos  (ECE),  por  exemplo:  extremos  de  calor  e  precipitação,  com  ocorrência  de

inundações, alagamentos, deslizamentos, movimentos de massa (solo, rochas ou lama) e seca

para  algumas  regiões  (Marengo,  2016).  Os  danos  econômicos  decorrentes  das  alterações

climáticas  foram  detectados  em  setores  particularmente  vulneráveis  ao  clima,  como:

agricultura, silvicultura, pesca, geração de energia e turismo.

A agricultura,  atividade altamente dependente de fatores climáticos,  é grandemente

afetada pelas alterações que já estão ocorrendo. Estas mudanças podem afetar a produtividade

e o manejo das culturas.  Uma preocupação crescente com a redução de danos ambientais e

maior  sustentabilidade na produção agrícola,  tem provocado uma pressão cada vez maior

sobre os produtores que, paralelamente, aumentam suas exigências por novas tecnologias que

permitam maior rendimento e melhor qualidade de seus produtos (Christou; Twyman, 2004).

Assim,  a  biotecnologia  vegetal  pode  complementar  a  agricultura  tradicional  em  escala

industrial (Rao; Ravishankar, 2002).

Dentre  estas  tecnologias  estão  as  técnicas  de  cultura  de  tecidos  vegetais,  que

trouxeram  contribuições  imensuráveis  para  o  avanço  das  ciências  agrícolas  nos  últimos

tempos,  e  hoje  constituem  uma  ferramenta  indispensável  na  agricultura  moderna.  Seus

benefícios, contudo, já deixaram de ser considerados apenas parte da produção agrícola. Além

de  proporcionar  a  propagação  clonal  massiva  de  genótipos  de  interesse  que  possam  ser

introduzidos nos sistemas de produção, é possível ainda a propagação de plantas livres de

doenças,  geração  de  variação  somaclonal,  gestão  e  modificação  nos  níveis  de  ploidia,

conservação de germoplasmas de plantas com interesse agrícola ou ameaçadas de extinção e

transformação genética (García-Gonzáles et al., 2010). 

Uma espécie de grande interesse e valor agregado nesse nicho é a Clivia miniata, uma

planta herbácea perene, pertencente à família Amaryllidaceae, nativa da África e que produz

belas  inflorescências  pseudo-umbeladas  (Ran;  Simpson  2005;  Duncan,  2008).  É  bastante

cultivada  em  países  como  EUA,  Japão,  China,  Austrália,  Nova  Zelândia  e  mais

expressivamente  em  diversos  países  da  Europa  (Wang  et  al.,  2011).  Além  de  seu  valor

ornamental,  C. miniata também foi  relatada  como tendo importância  medicinal.  A planta
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contém  inúmeros  alcaloides,  com  destaque  para  a  licorina,  substância  que  estimula  as

contrações  uterinas,  facilitando  o  trabalho  de  parto.  Além  disso,  possui  propriedades

antivirais, antidiabéticas e antimicrobianas. Suas folhas, raízes, bulbos e rizomas são usados

para tratar várias doenças, como febre, artrite, problemas de pele e tuberculose. Também é

usado como antídoto para picadas de cobra e para purificação do sangue. Mais pesquisas são

necessárias para melhor elucidação de seus compostos ativos e propriedades farmacológicas,

bem como sua toxicidade,  ainda  pouco explorada,  levando ao desenvolvimento  de novos

produtos farmacêuticos (Musara et al., 2021).

Finnie  e  Van  Staden  (1999)  relataram  que  muitos  tecidos,  incluindo  meristemas,

frutos, embriões, ovários e pedicelos de C. miniata poderiam ser usados como explantes. Ran

e Simpson (2005) demonstraram que pouquíssimos brotos poderiam ser regenerados a partir

de cada explante de diferentes linhas híbridas. Wang et al., (2011) estabeleceram um sistema

de propagação in vitro para  C. miniata utilizando bases de pétalas e folhas como explantes.

Todos  esses  autores,  porém,  relatam que  apesar  do  fácil  enraizamento  e  da  alta  taxa  de

sobrevivência  ex  vitro,  o  período  de  tempo  necessário  para  a  propagação  e  as  taxas  de

multiplicação relativamente baixas comparadas às de outras plantas ainda são uma barreira

para a propagação in vitro comercial de Clivia miniata. 

 Com  este  trabalho,  busca-se  investigar  alternativas  para  a  multiplicação  dessa  espécie

visando  uma  produção  mais  significativa  dentro  do  mercado  de  plantas  ornamentais  e,

futuramente, alcançar maior representatividade na indústria farmacêutica com a produção de

metabólitos.
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CAPÍTULO 1 -  REFERENCIAL TEÓRICO

1.1 O GÊNERO CLÍVIA 

Clivia é um dos 59 gêneros pertencentes à família Amaryllidaceae, ordem Asparagales.

Dentro dessa família, seis espécies de clívia já foram descritas: C. caulescens, C. gardenii, C.

miniata,  C. mirabilis,  C. nobilis e  C. robusta. Em 1899, Watson identificou plantas de  C.

miniata com flores  amarelas,  as  quais  foram classificadas  como uma nova variedade  (C.

miniata var. Citrina Watson). Embora a hibridização natural possa ocorrer livremente entre as

espécies de clívia, apenas um híbrido natural, cruzamento entre C. caulescens e C. miniata, é

reconhecido oficialmente (Swanevelder et al., 2006). Todas  as  seis  espécies  têm  um

número cromossômico somático de 2n = 22. Esse número cromossômico é plesiomórfico para

a família Amaryllidaceae (Spies, et al., 2011; Wang et al., 2012). 

A maioria  das  espécies  de  clívia  tem  uma  distribuição  geográfica  limitada  e  são

principalmente restritas a florestas ou manchas com vegetação densa porque crescem melhor

em áreas sombreadas.  O gênero é caracterizado por plantas herbáceas perenes, rizomatosas,

com  folhas  distintas,  firmes  e  sempre-verdes  e  lineares.  As  inflorescências  são  pseudo-

umbeladas,  com flores variando entre  a  coloração vermelha e laranja claro (amarelo para

algumas formas de C. miniata e C. caufescens). Os frutos são do tipo bagas subglobosas com

sementes  grandes  e  arredondadas  envoltas  por  um mesocarpo amarelo  (Ran  et  al.,  2001;

Swanevelder, 2003; Duncan, 2008).

1.1.1 Clivia miniata

 A distribuição da espécie C. miniata abrange áreas ao longo de três províncias e dois

países,  Cabo  Oriental,  KwaZulu-Natal  e  Mpumalanga  na  África  do  Sul  e  Suazilândia

(Swanevelder; Fisher, 2009; Spies; Spies, 2018). C. miniata (figura 1) é geralmente propagada

por meio da germinação de sementes e divisão de touceiras; no entanto, ambos os métodos

são bastante lentos, levando cerca de 2,5 a 7 anos para amadurecerem a partir das sementes

(Finnie; Van Staden, 1999).
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Figura 1 – Morfologia de Clivia miniata. A) Planta inteira; B) Rizoma com raízes e brotos 

adventícios; C) Inflorescência do tipo pseudo-umbelada; D) Frutos em fase inicial de 

desenvolvimento.

Fonte: a autora.

Ao  comparar  haplótipos  de  C.  miniata  com  outras  espécies  do  gênero  Clivia,

observam-se diferenças claras com algumas espécies. C. robusta e C. nobilis são espécies com

flores  pendentes  da  província  do Cabo Oriental  e  estão  geograficamente  separadas  de  C.
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miniata, que é conhecida por suas flores eretas e em formato de trompete e de colorações que

variam do laranja ao amarelo claro (Spies; Spies, 2018).

1.2 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

Os primeiros relatos sobre a cultura de tecidos datam do início do século XX, com

experimentos para manter as células do mesofilo em cultura, baseados na totipotencialidade

das células vegetais (García-Gonzáles  et al., 2010). A cultura de tecidos pode ser definida

como  a  cultura  asséptica  de  células,  tecidos,  órgãos  ou  plantas  inteiras  sob  condições

nutricionais e ambientais altamente controladas (Thorpe, 2007). O sistema fornece todos os

fatores necessários para o crescimento da planta ou do explante, como nutrientes, energia e

água através do meio basal. Além disso, as condições de ambientais controladas fornecem

configurações  otimizadas  de  luz  e  temperatura  para  promover  o  crescimento.  O

desenvolvimento  da  planta  pode  então  ser  manipulado  pela  adição  de  reguladores  de

crescimento de plantas (sejam naturais ou sintéticos) em estágios específicos de crescimento

ou maturação (Phillips; Garda, 2019).

Esse  conjunto  de  técnicas  baseia-se  em  duas  propriedades  das  células  vegetais

essenciais  para o sucesso da técnica:  a totipotência celular (Vasil;  Hildebrandt,  1965) e a

plasticidade celular (Thorpe, 2007). A totipotencialidade celular é a capacidade geneticamente

retida  que  todas  as  células  vivas  possuem para  originar  uma  nova  célula  geneticamente

idêntica e, após processos de divisão e diferenciação celular,  ser capaz de formar tecidos,

órgãos,  sistemas e  indivíduos completos  (Takebe  et  al.,  1971).  A plasticidade celular  é  a

característica que marca a diferença entre células vegetais e animais em sua capacidade de

multiplicação,  divisão,  diferenciação e  formação de um novo indivíduo.  Ao contrário dos

animais, as plantas são organismos sésseis, muitas vezes com ciclos de vida longos, o que

significa  que  foram  forçados  a  desenvolver  mecanismos  de  defesa  e  sobrevivência  para

enfrentar diferentes fatores bióticos e abióticos negativos (García-Gonzáles et al., 2010).

Técnicas  de  cultura  de  tecidos  para  micropropagação  de  plantas,  transformação

genética, seleção assistida por biotecnologia, mutagênese, etc., baseiam-se em dois processos

fundamentais de morfogênese: organogênese e embriogênese somática. A organogênese é a

formação de órgãos vegetais a partir de um tecido determinado, onde apenas um órgão ou raiz

aérea é emitido e a partir dele uma nova planta completa é regenerada. Já a embriogênese

somática é a produção de embriões a partir de células vegetais somáticas (qualquer célula não

sexual) para obter uma planta completa. Ambos os processos podem ter duas vias: uma direta,
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quando a planta é originada de explantes e outra indireta, por indução de calos (Vijaya; Giri,

2003; García-Gonzáles et al., 2010).

Admite-se que a cultura de tecidos é composta de quatro estágios (Thorpe, 2007), mas

esse conceito limita o uso dessa técnica à multiplicação maciça e hoje sabe-se que a cultura de

tecidos  é  uma  tecnologia  de  alcance  muito  mais  ampla.  Entretanto,  García-Gonzáles e

colaboradores (2010) consideram que a micropropagação de plantas através da cultura in vitro

possui cinco estágios fundamentais:

-  Preparação  da  planta  doadora:  etapa  fundamental,  pois  as  condições  fisiológicas  e

fitossanitárias da planta matriz é que vai garantir o sucesso do estabelecimento da cultura.

- Introdução e estabelecimento: esta é a etapa mais árdua de um sistema de propagação  in

vitro,  pois  as  etapas  posteriores  dependem do sistema fitossanitário,  estádio  fenológico  e

qualidade dos explantes estabelecidos.

- Propagação de plantas: o objetivo desta fase é aumentar exponencialmente o número de

unidades no sistema de cultura de tecidos até que o número desejado seja obtido o mais rápido

possível. 

- Enraizamento e preparação de explantes para as condições  ex vitro:  é nesta fase que os

clones  gerados  passam  por  um  processo  de  enraizamento,  que  será  importante  para  a

sobrevivência das plantas durante a fase de aclimatização. 

-  Adaptação  ex  vitro ou  aclimatação  de  plantas:  a  última  etapa  consiste  em  adaptar

gradativamente a planta que estava em um ambiente altamente controlado, com alta umidade

e fornecimento de todos os nutrientes necessários para outro com condições adversas. 

A  propagação  maciça  de  plantas  tem  sido  tradicionalmente  realizada  em  meio

semissólido (Debnath, 2007), no entanto, durante os últimos anos, culturas em meio líquido

com o objetivo de propagação maciça de plantas têm surgido como uma alternativa, o que

permite  custos  reduzidos  em  relação  ao  número  de  subculturas  e  perdas  associadas  à

manipulação e contaminação, mas também devido à redução do espaço (García-Gonzáles et

al., 2010).

Independentemente do método empregado, reguladores de crescimento são largamente

utilizados para conduzir o desenvolvimento de estruturas na cultura, sendo as citocininas e

auxinas os mais comuns. Os fitormônios alcançam os seus efeitos através da transdução de

sinal  e  ativação  transcricional  mediada  inicialmente  por  ligação  a  receptores  específicos.

Pesquisas recentes já identificaram múltiplos receptores por classe de hormônio vegetal, e não

apenas um único, como acreditava-se anteriormente (Mockaitis; Estelle 2008).
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Muitos  pesquisadores  observaram  que  o  mesmo  tratamento  com  regulador  de

crescimento aplicado a diferentes explantes (tipos de tecido) da mesma espécie ou genótipo

pode  resultar  em  respostas  diferentes,  sugerindo  uma  possível  especificidade  tecidual  de

receptores  ou  efetores  de  fitormônios  (Phillips,  1988).  Um  único  fitormônios  pode

desencadear respostas múltiplas devido à compartimentação subcelular (Spartz; Gray 2008). A

compartimentação  explica  como  um  único  fitormônios  pode  ter  mais  do  que  um  efeito

fisiológico.  Enquanto  que  as  hormônios  animais  e  os  seus  receptores  tendem  a  ser

compartimentados  discretamente  por  tipo  de  órgão  ou  tecido,  a  atividade  de  hormônios

vegetais parece ser compartimentada por receptores subcelulares com vias de transdução de

sinal distintas (Phillips; Garda, 2019). 

Usando uma experiência fatorial,  Skoog e Miller (1957) notaram que se formaram

rebentos quando a citocinina era alta e a auxina baixa, enquanto que as raízes se formaram e

proliferaram quando a auxina era moderada a alta e a citocinina estava ausente. O calo (massa

indiferenciada  de  células)  proliferou  quando  quantidades  moderadas  de  citocinina  foram

combinadas com auxina elevada (Phillips; Garda, 2019).

A indução  e  o  desenvolvimento  do  órgão  podem  ocorrer  no  mesmo  meio.  É  de

salientar que os rebentos são induzidos e desenvolvidos num tratamento de meio, enquanto

que as raízes são induzidas e desenvolvidas noutro tratamento de meio (dentro de intervalos

típicos de subcultura), de modo que são necessárias pelo menos duas etapas de cultura para

obter uma planta inteira: pelo menos um tratamento de indução/desenvolvimento para cada

órgão (rebento, raiz). Algumas plantas são induzidas para enraizamento num meio contendo

auxinas,  depois  transferidas  para  um  meio  sem  regulador  de  crescimento  para

desenvolvimento (Gamborg; Phillips 1995), adicionando assim uma etapa de cultura extra

(Phillips; Garda, 2019).

1.2.1 Cultura de Calos

Em todas as principais famílias de plantas terrestres, o tecido ferido é recuperado por

células calosas não diferenciadas. Quase qualquer parte da planta pode ser usada para gerar

culturas de calos, e esses podem ser cultivados  in vitro para aplicações biotecnológicas.  O

calo é o resultado da reprogramação celular/tecidual devido a condições que se sobrepõem às

restrições de diferenciação celular/tecidual  (gradientes hormonais,  regulação da cromatina,

bloqueio da divisão celular, etc.) (Efferth, 2019). 

 Explantes retirados de tecidos vegetais crescem lentamente  in vitro em uma massa

celular que varia de amorfa e incolor a marrom-pálida, se forem obtidos em condições estéreis
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evitando  infecção  microbiana  e  cultivados  em  meio  de  gelificado  suplementado  com

hormônios de crescimento (auxinas e citocininas em sua maioria). Subdividindo as células

regularmente em novos meios de cultivo,  as culturas de calos podem ser indefinidamente

mantidas in vitro (Fehér, 2019; Efferth, 2019).

Células vegetais diferenciadas e células de calo cultivadas diferem consideravelmente.

As células do calo são semelhantes às células meristemáticas não diferenciadas; eles revelam

apenas  pequenos  vacúolos  e  carecem  de  cloroplastos  para  fotossíntese,  entre  outras

características. As culturas de calos podem se diferenciar em plantas inteiras, se mantidas em

meios  de  crescimento  apropriados  que  diferem  dos  meios  de  cultura  padrão.  Enquanto

algumas culturas de calos precisam de condições de crescimento escuras, outras crescem sob

condições específicas de dia e noite (por exemplo, 16 h de luz, 8 h de escuridão). As culturas

de  calos  geralmente crescem a 25 – 2ºC.  Eles  podem ser  distinguidos  entre  culturas  que

crescem de forma bastante compacta e aquelas que são friáveis. Culturas de calos friáveis  

podem ser usadas para gerar culturas unicelulares que são mantidas em meio líquido agitado

lentamente (Efferth, 2019).

1.2.2 Embriogênese Somática

A embriogênese somática indireta consiste em quatro etapas fundamentais: A) Indução

de calo; B) Formação e proliferação de embriões; C) Maturação do embrião; e D) germinação

de  embriões.  Durante  o  processo  os  embriões  podem passar  por  quatro  estágios  em seu

desenvolvimento, a forma globular, a forma cordiforme, o torpedo e as formas cotiledonares

(Ammirato, 1983).

Os embriões somáticos são induzidos por auxinas elevadas, e o 2,4-D parece ter uma

capacidade quase única para estimular a embriogênese somática em muitas espécies vegetais.

Os  embriões  somáticos  em  desenvolvimento  são  estruturas  bipolares,  contendo  tanto  os

geradores de rebentos como os geradores de raízes. Tipicamente, a indução de auxina elevada

(geralmente  2,4-D)  é  seguida  pelo  desenvolvimento  e  maturação  sem  fitormônios  dos

embriões somáticos, sendo assim, são necessárias pelo menos duas etapas de cultura para

obter a planta inteira: uma etapa de indução para o embrião bipolar, e ao menos uma etapa de

desenvolvimento (maturação) (Phillips; Garda, 2019).

Os  sistemas  de  organogênese  adventícia  e  de  novo organogênese  e  de  novo

embriogênese somática tendem a acumular mais mutações espontâneas, em comparação com

a ramificação axilar melhorada e a embriogênese somática adventícia (Chu, 1992). Rebentos

adventícios,  raízes,  ou  embriões  somáticos  surgem  de  tecidos  organizados,  mas  não  de
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meristemas  pré-formados  (Gamborg;  Phillips  1995).  Muitas  vezes  a  presença  de  tecidos

vasculares ou dérmicos é necessária para a formação de novas estruturas adventícias, e as

respostas adventícias são tipicamente de vida mais curta, persistindo talvez para 30-60 dias de

cultura. Em contraste, brotos, raízes, ou embriões somáticos formados de tecidos proliferantes

não organizados, tais como calos, e de novas respostas tipicamente persistem durante meses

ou mesmo alguns anos em cultura (Phillips; Garda, 2019).

1.2.3 Biorreatores de Imersão Temporária

Biorreatores  são  sistemas  semi-automatizados  desenvolvidos  originalmente  para  o

cultivo  de células  e  microrganismos,  visando à  fermentação e  à  produção de metabólitos

secundários para fins industriais. No contexto da micropropagação de plantas, relatos iniciais

sobre  o  uso  desses  sistemas  foram  feitos  por  Takayama  e  Misawa  (1981)  ao  propagar

begônias ornamentais  in vitro. Desde então, a utilização de biorreatores na multiplicação  in

vitro de diversas espécies vegetais tem sido observada (Takayama; Akita, 1994; Ziv  et al.,

1998; Etienne et al., 2006; Tarmizi et al., 2008; Debnath, 2011). 

Atualmente, a tecnologia proporcionada por esses sistemas de cultivo tem permitido a

produção em larga escala de mudas de forma mais rápida e eficiente em comparação com os

métodos  tradicionais  de  cultivo,  além  de  reduzir  os  custos  das  mudas  micropropagadas

(Rizvi ; Kukreja, 2014). 

O uso de biorreatores apresenta várias vantagens, como a renovação do ambiente das

culturas, a redução do número de recipientes utilizados e do espaço laboratorial necessário, a

facilidade de manipulação dos propágulos, diminuindo os riscos de contaminação microbiana.

Além disso,  melhora  a  capacidade  dos  cultivos  em absorver  nutrientes  e  reguladores  de

crescimento devido ao contato contínuo do explante com o meio nutritivo. Os biorreatores

também permitem a  quebra  da  dominância  apical,  estimulando  o  crescimento  das  gemas

laterais e o desenvolvimento de brotos, além da possibilidade de adaptação do meio de cultura

de acordo com o estágio de desenvolvimento do explante (Paek  et al.,  2001; Choi  et al.,

2008). 

Existem diversos tipos de biorreatores disponíveis no mercado, como aerador agitador,

tambor rotatório, filtro rotatório, borbulhamento, levantamento de ar, fase gasosa, aeração por

membrana porosa e sobreaeração. No entanto, na maioria desses sistemas, os explantes são

cultivados completamente submersos no meio de cultura líquido, limitando a troca de gases, o

que pode resultar em hiperidricidade dos tecidos em cultivo, uma desordem fisiológica severa

causada pelo acúmulo de água no apoplasto (Gogoi; Borua, 2014). 
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Para superar esse problema, foram desenvolvidos novos sistemas de biorreatores, incluindo os

biorreatores de imersão temporária, que ganharam popularidade devido à sua simplicidade e

eficiência na produção de mudas, com poucas ocorrências de desordens fisiológicas (Teisson

et al., 1995; Escalona et al., 1999; Teixeira, 2002). 

Os  biorreatores  de  imersão  temporária  permitem  a  transferência  periódica  e

automatizada do meio de cultura líquido, cobrindo os explantes por um período determinado,

proporcionando um melhor aproveitamento do meio nutritivo líquido e melhorias no ambiente

gasoso dentro dos frascos de cultivo. Isso resulta na redução da hiperidricidade, controle do

crescimento e desenvolvimento das culturas pela manipulação da frequência e duração das

imersões de meio líquido, além da diminuição do estresse mecânico causado pela ausência de

agitação (Etienne; Berthouly, 2002; Teixeira, 2002; Martin; Vermette, 2005). 

No  Brasil,  também  foram  desenvolvidos  sistemas  de  biorreatores  de  imersão

temporária, como o sistema de biorreator de frascos gêmeos BIT, desenvolvido pela Embrapa 

Recursos  Genéticos  e  Biotecnologia.  Este  sistema oferece  flexibilidade  ao  utilizar

diferentes  tipos  de  frascos  e  regimes  de  imersão,  bem como a  capacidade  de  cultivo  de

células,  embriões,  gemas,  brotos  e  raízes.  Estudos  experimentais  demonstram  que  a

micropropagação em biorreatores de imersão temporária pode ser um método eficiente para a

produção em larga escala de mudas (Espinosa et al., 2002; Roels  et al., 2005; Niemenak et

al., 2008; Debnath, 2011; Steinmacher et al., 2011; Heringer et al., 2014). 

1.3 CULTURA DE TECIDOS DE C. miniata in vitro

A micropropagação de Clivia miniata, uma planta ornamental de grande valor devido

à  beleza  de  suas  flores  e  folhagem,  tem sido  um desafio  devido  à  lenta  regeneração  de

plântulas e a baixa viabilidade comercial. Vários estudos foram conduzidos para melhorar as

técnicas de micropropagação, cada um com suas abordagens e resultados. 

Finnie e Van Staden (1999) exploraram a utilização de diferentes explantes, incluindo

meristemas, frutas, embriões, ovários e pedicelos, para a regeneração in vitro de C. miniata.

No entanto, eles enfrentaram desafios, pois a regeneração de plântulas era lenta, tornando o

processo ineficiente comercialmente. Ran e Simpson (2005) observaram que a regeneração de

brotos a partir de explantes era limitada, dependendo do genótipo da planta e do estágio de

desenvolvimento  da  inflorescência  de  onde  os  explantes  foram  retirados.  Esses  estudos

mostraram as dificuldades enfrentadas na micropropagação de Clivia miniata. 

Outro  estudo,  realizado  por  Wang  e  colaboradores  (2011),  relatou  a  utilização  de

pétalas e folhas como explantes para estabelecer um sistema de micropropagação. Embora
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essa abordagem tenha mostrado algum sucesso, o tempo necessário para a conclusão do ciclo

de micropropagação ainda era um fator limitante. 

Em relação ao meio de cultura, o meio MS (Murashige; Skoog, 1962) suplementado

com  diferentes  fitorreguladores,  como  BA,  NAA  e  KT,  mostrou  ser  eficaz  para  a

micropropagação de Clivia miniata (Wang et al., 2012; Guan, 2013). No entanto, a escolha

dos  explantes  também  desempenhou  um  papel  crucial  no  sucesso  do  processo.

Comparativamente, explantes de folhas e ramos demonstraram tempos de regeneração mais

curtos  e  menor  necessidade  de  suplementação  de  aminoácidos.  Isso  pode ser  atribuído à

capacidade das plantas de clívia de produzirem os aminoácidos necessários para a síntese de

proteínas. Essa capacidade pode ser uma vantagem ao usar explantes de folhas e ramos. 

Os estudos de Ran e Simpson (2005), Wang  et al. (2011), Wang  et al. (2012) e os

resultados mais recentes de Li et al. (2022) oferecem insights adicionais sobre a regeneração

de Clivia miniata em meio de cultura. Os estudos mais recentes de Li et al. (2022) descrevem

a formação de calos  a  partir  de diferentes  tipos  de explantes,  incluindo embriões,  folhas

jovens, ovários, pétalas e tecido de pericarpo jovem. No entanto, eles observaram variações

genotípicas  na  resposta  dos  explantes  e  destacaram a  importância  da  luz,  reguladores  de

crescimento e a escolha do meio de cultura na indução de calos e embriogênese somática. 

Além disso, a pesquisa mais recente de Li  et al.  (2022) mostrou que a técnica de

clonagem de tecido (TCL) permitiu a formação de embriões globulares em um curto período

de tempo. Esses embriões somáticos, originados a partir de células únicas, são preferíveis para

transformação genética e pesquisa genômica. Portanto, a embriogênese somática e a técnica

de TCL têm o potencial  de acelerar  a  pesquisa genética e  a  engenharia  molecular  em  C.

miniata.

Em resumo, a micropropagação de Clivia miniata tem sido um desafio, devido à lenta

regeneração de plântulas e à dependência do genótipo da planta. No entanto, estudos recentes

têm explorado diferentes abordagens, incluindo a escolha de explantes, meios de cultura e a

técnica  de  clonagem  de  tecido,  oferecendo  perspectivas  promissoras  para  melhorar  a

eficiência  da  micropropagação  e  facilitar  futuras  pesquisas  genéticas  e  de  engenharia

molecular relacionadas a esta planta ornamental valorizada.
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CAPÍTULO 2 – PLÂNTULAS DE Clivia miniata GERMINADAS IN VITRO SOB

DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE SACAROSE E UTILIZADAS COMO

EXPLANTES PARA INDUÇÃO DE CALOS.

RESUMO

O cultivo de plantas com potencial farmacêutico,  como a  Clivia miniata em campo é um
processo oneroso, impulsionando a busca por métodos alternativos, como a cultura de células,
tecidos e órgãos vegetais in vitro visando a produção de compostos fenólicos. A formação de
calos se destaca como uma abordagem ideal para a produção de metabólitos de interesse
comercial. As vantagens dos sistemas de cultura de células incluem a produção independente
de fatores externos como: clima, doenças causadas por microorganismos e ataque de insetos.
Plantas germinadas in vitro são fontes ideais de explantes para técnicas de cultura de tecidos,
sendo a germinação influenciada por vários fatores. Neste trabalho investigamos os efeitos da
concentração de sacarose e da maturidade dos frutos na germinação in vitro de sementes de
Clivia miniata e posterior indução de calos. Inicialmente teste de viabilidade revelou que a
porcentagem de sementes viáveis não ultrapassa os 70%. Cinco concentrações de sacarose
foram adicionadas ao meio de cultivo MS, 0, 10, 20, 30 e 40 g.L -1. Durante a germinação in
vitro,  a concentração de sacarose afetou a velocidade de germinação, sendo que em baixa
concentração (0 e 10 g.L-1),  sementes de frutos maduros obtiveram maior porcentagem de
germinação  (63  e  67%,  respectivamente).  Sementes  maduras  apresentaram  porcentagens
significativamente superiores em comparação com as imaturas.  A indução de calos a partir
das  plântulas  germinadas  in  vitro apresentou  resultados  variáveis.  Tratamentos  com  alta
concentração  de  reguladores  de  crescimento  resultaram  em  mortalidade  significativa  dos
explantes. No entanto, combinações específicas de reguladores de crescimento, como 2,4-D +
0.52 PIC + 2 BAP e 4 BAP + 4 ANA, mostraram altas taxas de sobrevivência e indução de
calos. Os resultados sugerem que a concentração de sacarose influencia a germinação in vitro
de Clivia miniata, sobretudo em sementes de frutos maduros, sendo 5,1 g.L-1  a concentração
ideal. Além disso, a escolha adequada dos reguladores de crescimento é crucial para a indução
eficaz de calos. A citocinina BAP mostrou-se essencial para a calogênese, independentemente
da auxina utilizada. 
Palavras-chave: calogênese,  agente osmótico,  cultura  de  tecidos  vegetais,  germinação  in

vitro.
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ABSTRACT

The cultivation of plants with pharmaceutical potential, such as Clivia miniata in the field, is a
costly process, driving the search for alternative methods such as  in vitro  culture of plant
cells, tissues, and organs aiming at the production of phenolic compounds. Callus formation
stands out as an ideal approach for the production of commercially relevant metabolites. The
advantages of cell culture systems include the production independent of external factors such
as climate, diseases caused by microorganisms, and insect attacks. In vitro germinated plants
are ideal sources of explants for tissue culture techniques, with germination influenced by
various factors. In this study, we investigated the effects of sucrose concentration and fruit
maturity on the in vitro germination of Clivia miniata seeds and subsequent callus induction.
Initial viability tests revealed that the percentage of viable seeds did not exceed 70%. Five
concentrations of sucrose were added to the MS culture medium: 0, 10, 20, 30, and 40 g.L-1.
During  in vitro germination, sucrose concentration affected the germination rate, with low
concentrations (0 and 10 g.L-1) resulting in higher germination percentages for seeds from
mature  fruits  (63%  and  67%,  respectively).  Mature  seeds  showed  significantly  higher
percentages compared to immature ones. Callus induction from in vitro germinated seedlings
yielded variable results. Treatments with high concentrations of growth regulators resulted in
significant explant mortality. However, specific combinations of growth regulators, such as
2,4-D + 0.52 PIC + 2 BAP and 4 BAP + 4 ANA, showed high survival rates and callus
induction. The results suggest that sucrose concentration influences the in vitro germination of
Clivia  miniata,  especially  in  seeds  from  mature  fruits,  with  5.1  g.L-1  being  the  ideal
concentration.  Additionally,  the proper choice of growth regulators is  crucial  for effective
callus induction. The cytokinin BAP proved essential for callogenesis, regardless of the auxin
used.
Keywords: Callogenesis, osmotic concentration, plant tissue culture, in vitro germination.

2.1       INTRODUÇÃO

O cultivo de plantas com potencial farmacêutico em campo, como a Clivia miniata, é

um processo laborioso e demorado, o que impulsiona a busca por métodos alternativos para a

produção de metabólitos secundários, compostos fenólicos e flavonoides que desempenham

um papel central na defesa das plantas (Qiu et al., 2013). O uso de cultura de células, tecidos

e órgãos tem sido destacado como uma abordagem valiosa para essa finalidade (Zhou; Wu,

2006; Zaker et al., 2015). Inúmeros estudos destacam a produção bem-sucedida de compostos

fenólicos em condições in vitro (Cui et al., 2011; Yildirim; Turker, 2014; Attaran Dowom et

al., 2017). Considerada econômica e adequada para a produção de compostos naturais em

ambientes laboratoriais (Anand, 2010), a cultura de material  vegetal  inclui a formação de

calos,  que  tem recebido  atenção  significativa  tanto  para  pesquisa  quanto  para  aplicações

industriais. Por isso, a cultura de calos emerge como ideal para a produção de metabólitos de

interesse comercial (Matkowski, 2008; Sagharyan et al., 2020).
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As principais vantagens dos sistemas de cultura de células, em comparação com o

cultivo convencional de plantas inteiras, incluem o seguinte: os compostos vegetais desejados

podem ser gerados independentemente de fatores externos (por exemplo, composição do solo

ou clima); as células cultivadas não estão sujeitas aos ataques de microorganismos ou insetos;

células  de  qualquer  planta,  inclusive  aquelas  raras  ou  ameaçadas,  podem  ser  facilmente

mantidas para produzir seus metabólitos secundários; e a regulação impulsionada por robôs da

produção de  metabólitos  secundários  reduz os  custos  e  melhora  a  produtividade  (Efferth,

2019).

Plantas de sementes germinadas  in vitro já desenvolvem-se livres de contaminações,

sendo  portanto  ótimas  fontes  de  explantes  para  outras  técnicas  da  cultura  de  tecidos.  A

germinação  in  vitro depende  de  diversos  fatores,  como  tempo  de  coleta  da  semente,

localização do habitat, estação do ano, estágio de crescimento, dormência e composição do

tegumento,  parâmetros  físicos  e  nutricionais,  o  meio  de  cultivo  escolhido,  luminosidade,

temperatura,  fitorreguladores,  carboidratos,  aditivos  orgânicos,  vitaminas  e  outros

componentes (George; Hall; De Klerk, 2008; Deng et al., 2012; Huh et al., 2016). As plantas

cultivadas in vitro podem perder parcialmente a autotrofia e requerer suplementação de fonte

externa de carbono. Glicose, frutose, sacarose ou uma mistura destes são usados como fonte

de carbono na cultura de tecidos (Murthy  et al.,  2014). Atualmente,  a sacarose é a opção

preferida (Xiao et al., 2011). É fonte de carbono e energia, por ser um carboidrato comum na

seiva do floema e estar envolvido no controle dos processos de desenvolvimento (Gibson,

2000),  regular  diretamente  o  metabolismo  secundário  da  planta  (Modarres  et  al.,  2018;

Mukherjee et al., 2019; Fortini et al., 2021). Este açúcar fornece fonte de carbono equilibrada

ao crescimento celular com as hexoses liberadas participando diretamente das vias glicolíticas

e das pentoses fosfato (Zha  et al., 2007), estando associado a maior crescimento, expansão

foliar e ganho de biomassa (Badr et al., 2015; Zahara et al., 2016).

Durante  o  processo  de  germinação  das  sementes  in  vitro,  as  soluções  de  sais  e

açúcares que compõem o meio de cultivo não têm efeito puramente nutritivo,  mas atuam

também  na  regulação  osmótica  do  estresse  hídrico  da  cultura  celular  vegetal  e  afetam

significativamente a germinação e o desenvolvimento do embrião (George, 1996; Hilae; Te-

Chato, 2005). Segundo Zeng et al. (2013), sementes de determinadas espécies são capazes de

germinar na ausência de açúcares no meio de cultivo, outras, contudo, requerem de 2 à 3% de

açúcar na composição do meio.
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Neste  estudo  buscamos  investigar  os  efeitos  da  concentração  de  sacarose  e  da

maturidade da semente na germinação in vitro de Clivia miniata e posteriormente utilizar as

plântulas obtidas como explantes para a indução de calos. 

2.2       MATERIAL E MÉTODOS

2.2.1    Experimento I - Germinação in vitro

2.2.1.1 Material vegetal

Frutos  de  Clivia miniata colhidos  aleatoriamente de plantas  adultas  localizadas no

município de Porto Amazonas, Paraná (25° 32' 42" S 49° 53' 24" O). 

Para determinação da cor da casca, os frutos foram analisados com o colorímetro

da marca Colorímetro Konica Minolta, modelo Cr 400. Este equipamento fornece, para

cada  fruto  analisado,  o  valor  de  luminosidade  (L),  que  varia  de  0  a  100  (sendo  0

equivalente ao preto e 100 ao branco), eixo a (a), que representa a variação das cores

opostas  verde  e  vermelho,  sendo  que  valores  negativos  se  aproximam  do  verde  e

valores positivos se aproximam do vermelho e, por fim, o eixo b (b), representando a

variação  das  cores  opostas  azul  e  amarelo,  com  os  valores  negativos  sendo  mais

próximos do azul e os valores positivos mais próximos do amarelo. Para determinar a

cor, é realizada a seguinte equação: Hue = tg-1 b/a. 

Para os testes de germinação in vitro, frutos com a casca inteiramente vermelho vivo

foram classificados como maduros (a = 32.45, b = 19.82, h = 31.43º), e frutos apresentando

tons variando de verde ao amarelo em sua extensão foram designados como imaturos (a = -

6.73, b = 27.26, h = 166.12º) (Figura 2).
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Figura 2 – A) Frutos de Clivia miniata. À esquerda: fruto maduro; à direita: fruto imaturo; B)
Fruto maduro aberto de C. miniata; C) Semente de C. miniata seccionada longitudinalmente
expondo  o  embrião.  m  –  mesocarpo,  s  –  semente,  ec  –  endocarpo,  eb  –  embrião,  ed  –
endosperma, t – tegumento.

Fonte: a autora.

2.2.1.2 Teste de viabilidade das sementes

A viabilidade  de  sementes  de clívia  foi  avaliada  por  “teste  de  tetrazólio”.  Para  a

realização do teste foram utilizadas 4 repetições de 25 sementes, totalizando 100 sementes por

grau  de  maturação.  As  mesmas  foram umedecidas  por  imersão  em água  por  24  horas  e

partidas ao meio para a exposição dos tecidos ao tetrazólio. Após esse período as sementes

foram imersas em solução 2,3,5 trifenil brometo de tetrazólio 1% por 3 horas a 30⁰C e depois

permaneceram  21  horas  em  temperatura  ambiente,  em  condição  de  escuro  completo

(Hernández et al., 2009). Depois de imersas, as sementes foram lavadas com água corrente e

os embriões foram secos em papel absorvente para avaliação e registro fotográfico. Os íons

H+ liberados durante a respiração dos tecidos vivos interagem com o tetrazólio,  o qual é

reduzido a um composto vermelho. Como esta reação se processa no interior das células vivas

e o composto não se difunde, há nítida separação dos tecidos vivos e coloridos que respiram,

daqueles  mortos  e  que  não  colorem  (figura  3).  Foi  avaliado  a  viabilidade  através  da
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porcentagem de  cor  do  embrião  (0,  50  e  100%).  Apenas  sementes  com embriões  100%

corados foram consideradas viáveis.

Figura 3 – Embriões C. miniata corados por cloreto de tetrazólio. 

Fonte: a autora.

2.2.1.3 Introdução in vitro

As sementes coletadas foram lavadas em água corrente e desinfetadas com álcool a

70% (v/v) por 60 segundos, sendo posteriormente imersas em uma solução de hipoclorito de

sódio a  2 – 2,5% (v/v) por 20 minutos  sob agitação.  Após a assepsia  as sementes  foram

levadas  para  fluxo  laminar  onde  foram  enxaguadas  por  três  vezes  com  água  destilada

autoclavada por  20 minutos à  120ºC e pressão de 1 atm.  Enxaguadas  as  sementes foram

introduzidas  em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio basal  MS (Murashige;  Skoog,

1962) com concentrações crescentes de sacarose (0, 10, 20, 30 e 40 g.L-1).

2.2.1.4 Análise estatística

Os dados referentes à coloração das sementes por tetrazólio não foram submetidos à

análise estatística. Para avaliar a qualidade fisiológica in vitro das sementes, o experimento foi

montado em delineamento estatístico inteiramente casualizado com cinco repetições. Cada

repetição  consistiu  em  cinco  tubos  de  ensaio  com  uma  semente.  Os  tratamentos  foram

arranjados em esquema fatorial 2x5: 2 graus de maturação e 5 concentrações de sacarose. Os

dados relativos à maturação foram submetidos à análise de variância pelo teste F, e os valores

médios foram comparados pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. Os dados

referentes às concentrações de sacarose foram submetidos à análise de regressão polinomial,

testando as equações lineares e quadráticas, sendo aceitas as equações significativas até 5% de

probabilidade pelo teste F, com o maior coeficiente de determinação (R2) e quando houve

interação, os respectivos desdobramentos foram realizados.



34

2.2.2 Experimento II - Indução de Calos

2.2.2.1 Obtenção dos explantes

Raízes e folhas de plântulas com 90 dias após germinação in vitro foram retiradas e os

caules contendo o meristema apical foram seccionados longitudinalmente ao longo das bases

foliares, dividindo-as ao meio, conforme figura 4. Os explantes obtidos foram divididos em

porções menores de 0.5 ± 0.2 cm e inoculados em frascos com 30 mL de meio de cultivo para

indução de calo.

Figura 4 – Segmento caulinar e bases foliares seccionados de C. miniata germinadas in vitro

utilizados como fonte de explantes para indução de calos.

Fonte: a autora.

2.2.2.2 Meio de cultivo

MS acrescido  com reguladores  de  crescimento.  Os  meios  de  cultura  de  todos  os

tratamentos (Tabela 1) foram suplementados com 10 mg. L-1 de mio-inositol,  40 g. L-1 de

sacarose e gelificados com 6 g. L-1 de ágar. O pH foi ajustado para 5,8 antes da adição do ágar

e, posteriormente, autoclavado à 120ºC e 1 atm por 20 minutos. 
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Tabela 1 – Tratamentos empregados na indução de calos a partir de caules e bases foliares de

clívias com 90 dias germinadas in vitro. 

Tratamento Regulador de crescimento (mg.L-1)
Picloram 2,4-D BAP ANA

T1 0 0 0 0
T2 0.52 2 0 0
T3 1.05 4 0 0
T4 2.1 8 0 0
T5 0.52 2 2 0
T6 1.05 4 2 0
T7 2.1 8 2 0
T8 0 2 2 2
T9 0 4 4 4
T10 0 0 4 4

Fonte: a autora.

Os frascos foram mantidos em câmara de crescimento com temperatura de 25 ± 2 ° C

na ausência de luz até o aparecimento dos calos.

2.3 RESULTADOS

2.3.1    Experimento I - Germinação de Sementes in vitro

O teste de viabilidade com tetrazólio revelou que para ambos os graus de maturação, a

porcentagem de sementes viáveis não ultrapassa os 70% (Tabela 2). 

Tabela 2 – Viabilidade de embriões zigóticos de  Clivia miniata  corados por  2,3,5 trifenil

brometo de tetrazólio. 0% correspondem a embriões mortos; embriões 100% corados foram

considerados viáveis.

Maturação do fruto (%)

Coloração do embrião (%) Imaturo Maduro
0 18 12
50 26 23
100 55 65

Total 100 100
Fonte: a autora.

Após  a  instalação  do  experimento,  as  sementes  foram  acompanhadas  diariamente

durante 60 dias (Figura 5). Nos primeiros 7 dias poucas germinações foram observadas. As

menores e maiores médias foram respectivamente 27.5 dias para frutos maduros em 30 g.L-1

de sacarose e 41.4 para imaturo com 0 g.L-1 de sacarose (Tabela 3). Apesar dessa amplitude

de  13.9  dias,  o  teste  estatístico  de  Tukey  a  5% de  probabilidade  não  revelou  diferença

significativa para dias até a germinação entre as doses de açúcar.
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Figura 5 – Germinação de C. miniata in vitro em meio semissólido (A); B) Plantulas de clívia

com diferentes idades. 

Fonte: a autora.

Tabela 3 – Tempo decorrido em dias até a germinação de sementes de Clivia miniata in vitro

em função da concentração de sacarose e do grau de maturação das mesmas.

Sacarose (g.L-1) Dias até a germinação
Imaturo Maduro

0 41.40 a 30.93 b

10 35.83  
a 31.86 a

20 37.37  
a 30.36 a

30 35.87 a 27.55 a

40 35.81 a 33.70 a

CV (%) = 38.55
Letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade. 

Fonte: a autora.

Independentemente  grau  de  maturação,  nenhum  tratamento  resultou  numa

porcentagem de germinação superior à 70%, com uma média máxima de 66.6% no tratamento

de fruto maduro com 0 g.L-1 de sacarose, e a menor correspondendo à 33.3% nos tratamentos

com 20 e  30  g.L-1 de  sacarose,  ambos  imaturos  (Tabela  4).  Sementes  de  frutos  maduros

tiveram porcentagens  de  germinação  significativamente  superiores  quando  comparadas  às

provenientes de frutos imaturos.
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Tabela  4  –  Porcentagem  de  germinação  de  sementes  de  Clivia  miniata em  função  da

concentração de sacarose e do grau de maturação dos frutos após 60 dias de cultivo in vitro.

Sacarose (g.L-1) Maturação (%)
Imaturo Maduro

0 42 ABb 67 Aa

10 50  
Ab 63 Aa

20 33  
Bb 46 Ba

30 33 Ba 38 Ba

40 46 ABa 42 Ba

Letras iguais maiúsculas nas colunas e minúsculas nas linhas não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de

5 % de probabilidade.

Fonte: a autora.

Na  figura  6  observa-se  que  em  baixa  concentração  de  sacarose  obteve-se  maior

porcentagem de germinação em sementes de frutos maduros, sendo que a mesma reduz a partir

de 5,1 g.L-1.  Já para os frutos imaturos, a concentração do açúcar foi não significativa.

Figura 6 – Germinação in vitro de sementes de Clivia miniata provindas de frutos maduros e

imaturos em função da concentração de sacarose no meio de cultivo. 

Fonte: a autora.

2.3.2    Experimento II - Indução de Calos

Após 3 meses sendo cultivados in vitro em meio para indução de calos, os explantes

apresentavam  condições  bastante  variáveis,  sendo  a  amplitude  de  sobrevivência  destes

variando de 0 à 90% (Tabela 5). Quanto à porcentagem de indução dos calos, observou-se uma

variação de até 80% entre dois tratamentos.
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Tabela 5 – Sobrevivência e porcentagem de indução de calos a partir de caules e bases foliares

de Clivia miniata com 90 dias germinadas in vitro, após 3 meses de cultivo em meio de cultura

com reguladores de crescimento.

Reguladores de crescimento (mg.L-1) Variáveis
Sobrevivência (%) Indução de calos (%)

Controle (sem regulador) 25 bc 33 ns

2 2,4-D + 0.52 PIC 75 ab 35 

4 2,4-D + 1.05 PIC 70   
ab 31 

8 2,4-D + 2.1 PIC 5  c 0

2 2,4-D + 0.52 PIC + 2 BAP 80 ab 75 

4 2,4-D + 1.05 PIC + 2 BAP 95 a 38

8 2,4-D + 2.1 PIC + 2 BAP 0 c -

2 2,4-D + 2 BAP + 2 ANA 90  a 43

4 2,4-D + 4 BAP + 4 ANA 45 abc 62

4 BAP + 4 ANA 60 abc 80

CV (%) = 47.26 79.78
Letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade. ns = não significativo.

Fonte: a autora.

Na ausência de reguladores de crescimento, a taxa de sobrevivência foi de apenas 25%

e indução de calos  de 33%, valores esperados para essas condições de cultivo.  Já com a

adição de 2 mg.L-1 de 2,4-D + 0.52 PIC ao meio tivemos um expressivo aumento na proporção

de explantes vivos (75%), a indução de calos ficou em 35%. Dobrando a concentração de

reguladores não foram observadas grandes alterações (70% de sobrevivência e indução de

calos  de  31%).  Contudo,  o  meio  contendo  8  mg.L-1  de 2,4-D +  2.1  de  PIC  mostrou-se

prejudicial, com decréscimo na sobrevivência para 5% e ausência de formação de calos.

O tratamento  com 2 mg.L-1  de 2,4-D +  0.52  PIC +  2  BAP resultou  em uma alta

sobrevivência  (80%)  e  indução  de  calos  (75%),  indicando  uma  resposta  positiva  a  essa

combinação de reguladores. Já a concentração 4 mg.L-1 de 2,4-D + 1.05 PIC + 2 BAP manteve

uma  alta  sobrevivência  (95%),  porém  a  indução  de  calos  caiu  drasticamente  (38%).  A

combinação de 8 mg.L-1 2,4-D + 2.1 PIC já havia resultado em alta mortalidade dos explantes,

o que se confirmou no tratamento com o acréscimo de 2 mg.L-1 BAP, onde todos os explantes

morreram. 

Os  efeitos  da  concentração  dos  reguladores  combinados:  2,4-D  +  BAP +  ANA

mostrou-se negativamente correlativa em relação à variáveis avaliadas, onde a sobrevivência

passou de 90% para 45% e a indução de calos de 43% para 62% quando a quantidade de RGC
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foi elevada. Intrigantemente, o meio de cultivo com apenas 4 mg.L-1 BAP + 4 ANA foi o que

apresentou os melhores resultados: sobrevivência de 60% e indução de calos de 80%.

2.4 DISCUSSÃO

Udomdee e colaboradores (2014) verificaram o efeito da concentração de sacarose e

maturidade das sementes na germinação  in vitro de híbridos de  Dendrobium nobile,  outra

monocotiledônea, e contrariamente aos resultados para Clivia,  a germinação de sementes em

diferentes  concentrações  de  sacarose  não  foi significativa e o  número  de  embriões  que

chegaram à plântula diminuiu com o aumento da concentração de sacarose. 

Açúcares solúveis são geralmente adicionados em concentrações entre 10 e 30 g·L -1

na forma de glicose, frutose ou sacarose (Knudson, 1946; Rasmussen, 1995; Van Waes, 1984).

No entanto, uma maior quantidade de sacarose pode retardar o desenvolvimento de células

cultivadas, causando a interrupção do ciclo celular quando a limitação de nutrientes (Gould et

al., 1981; Wu et al., 2006). Deb e Pogener (2011) relataram que diferentes concentrações de

sacarose  afetaram  a  germinação  de  sementes  imaturas  de  Cymbidum  aloifolium.  Outros

pesquisadores também afirmaram que a adição de alta concentração de sacarose no meio de

cultura pode ter efeito inibitório na absorção de nutrientes, diminuindo o potencial hídrico do

meio (Shim et al., 2003) e induzindo o estresse osmótico (Shohael et al., 2006) (Huh et al.,

2016).  De  acordo  com  Johnson  et  al. (2011),  a  diminuição  da  germinação  e  do

desenvolvimento em alta concentração de sacarose sugere que as sementes de Bletia purpurea

(Orchidaceae)  sofrem  estresse  osmótico  na  maior  molaridade  ou  que  o  crescimento  e  o

desenvolvimento  foram  inibidos  por  produtos  da  hidrólise  da  sacarose  durante  a

autoclavagem.

Sementes de  C. adamantium e  C. pubescens  apresentam alta porcentagem inicial de

germinação in vitro na ausência de sacarose (94%). A porcentagem de germinação diminuiu à

medida que as sementes permaneceram expostas à concentrações crescentes de sacarose no

meio de cultura. As sementes de C. pubescence apresentaram 64% de germinação a 20 g L-1

de sacarose. Sementes inoculadas em meio de cultura suplementado com 40 g L-1 de sacarose

tiveram  redução  na  emergência  de  44%  e  65%  para  C.  adamantium e  C.  pubescens,

respectivamente. Na concentração de 80 g L-1 de sacarose, o percentual de germinação foi

inferior  a  10% para  ambas  as  espécies.  A presença  de  sacarose  interferiu  fortemente  na

regulação osmótica do meio de cultivo e, consequentemente, na disponibilidade de água. A
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redução no teor de água pode gerar uma diminuição na qualidade fisiológica das sementes,

reduzindo o vigor e a porcentagem de emergência (de Souza et al., 2021).

Trabalhos relacionados à maturação das sementes são mais escassos. Lee et al. (2005)

relatou em suas pesquisas que sementes imaturas de  Cypripedium formosanum germinaram

mais rápido e melhor do que sementes maduras. 

A baixa germinação de sementes maduras em alguns estudos pode estar relacionada à

restrição física da testa e à existência de inibidores de germinação, como o ácido abscísico

(Lee, 2003, Lee  et al., 2005;  Udomdee  et al., 2014). Já foi demontrado que variações nos

níveis  de  ácido  abscísico  (ABA) restringem a  germinação durante  o  desenvolvimento  do

embrião (Hartmann et al., 2002; Nambara et al., 2010; Silva et al., 2013). Contrariamente, as

sementes  de  clívia  provenientes  de  frutos  maduros  germinaram  em  maior  porcentagem,

sugerindo  que  a  composição  proteica  e  lípidica  da  semente  e  os  possíveis  hormônios

envolvidos podem não exercer influência sobre estas. Estudos futuros que quantifiquem os

teores hormonais da semente durante o desenvolvimento do fruto de clívia podem contribuir

para  uma  melhor  compreensão  dos  fatores  que  controlam  a  capacidade  germinativa  dos

embriões durante sua maturação.

Embriões  de  frutos  imaturos  de  A.  aculeata,  sem  endosperma  completamente

desenvolvido, são capazes de produzir mudas com raízes e baínhas foliares completamente

formadas,  indicando precoce  embriogênese  nessa  espécie,  sendo  possível  utilizar  frutos

imaturos  como fontes  de  embriões  para  cultivo  in  vitro  (Silva  et  al.,  2013),  como visto

também nas palmeiras  Astrocaryum ulei Mart. (Pereira  et al., 2006) e  B. capitata (Neves  et

al.,  2010).  Os  resultados  observados  para  Clivia  miniata  nesta  pesquisa mostraram  que

sementes de frutos imaturos também podem ser utilizadas para germinação in vitro ou cultivo

de embriões zigóticos,  apesar de apresentarem germinação inferior quando comparadas às

sementes provindas de frutos maduros.

A segunda etapa  da  pesquisa,  que  consistiu  em induzir  calos  a  partir  das  plantas

obtidas  da  germinação  in  vitro,  teve  resultados  um tanto  quanto  controversos.  Ambos  os

tratamentos que continham  8  mg.L-1  de  2,4-D + 2.1 de PIC resultaram em morte de grande

parte dos explantes (> 90%), possivelmente pela concentração elevada de reguladores. Tal

conjectura corrobora com Pan  et al. (2010), o qual ressalta que quando em concentrações

elevadas  (>  6  mg.L-1)  o  2,4-D  inibe  a  embriogênese  somática,  provavelmente  devido  à

despolarização das membranas celulares. Em contrapartida, já foi observada a formação de

ES em concentrações de 2,4-D superiores à 100 mg.L-1  em Serenoa repens (Gallo-Meagher;

Gerrn 2002) e 72.42 mg.L-1 de picloram no trabalho de Steinmacher et al. (2007) com palmito
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pupunha  (Bactris  gasipaes).  Ou  trabalho  utilizando  8  mg/L  de  2,4-D  (ácido  2,4-

diclorofenoxiacético)  para  indução  de  calos  em  Dactylis  glomerata L.  apresentou  ótimos

resultados com essa concentração (Kodaz et al., 2021).

A composição e concentração relativa dos fitorreguladores (RCVs) são fatores críticos

que determinam a capacidade de resposta do explante/cultura, bem como o modo da reação

morfogênica (Gaj, 2004). Especificamente, auxinas e citocininas, utilizadas isoladamente ou

em combinações,  exercem efeitos  distintos  no crescimento  celular  em culturas  de tecidos

vegetais. Esses efeitos são complexos e dificilmente previsíveis já que os mecanismos exatos

pelos  quais  esses  RCVs atuam no metabolismo das  células  ainda  não foi  completamente

compreendido.  Diante  disso,  torna-se  essencial  determinar  experimentalmente  o  tipo  e  a

concentração adequados de reguladores de crescimento para cada espécie e técnica de cultura

empregada (Siatka, 2019).

2.5 CONCLUSÃO
A  menor  concentração  de  açúcar,  ou  mesmo  a  sua  ausência  promove  maior

porcentagem de germinação em sementes de Clivia miniata, 60%, até a concentração de 5.1 g.

L-1. Em sementes de frutos imaturos, contudo, a concentração de açúcar parece não exercer

influência na porcentagem de germinação, que gira em torno de 40%. Quanto à velocidade de

germinação,  não  houve  diferença  significativa  entre  as  doses  de  sacarose  ou  grau  de

maturação da semente.  Ao analisarmos  os resultados  de indução de calos,  os tratamentos

contendo 8 mg.L-1 de 2,4-D + 2.1 de PIC foram prejudiciais para a sobrevivência dos explantes

e multiplicação celular. Já as combinações 2 2,4-D + 0.52 PIC + 2 BAP e 4 BAP + 4 ANA

resultaram em boas taxas de sobrevivência e indução de calos. Com base nos dados obtidos

podemos inferir que a citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) é essencial para a calogênese,

independente da auxina utilizada.
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CAPÍTULO 3 -  INDUÇÃO E CULTIVO IN VITRO DE CALOS A PARTIR DE
EMBRIÕES ZIGÓTICO DE Clivia miniata

RESUMO

As plantas, ao enfrentarem estresses, geram metabólitos secundários com valor medicinal,
sendo as culturas de células vegetais uma fonte escalável desses compostos, desempenhando
um papel crucial na pesquisa e na indústria. O estudo utilizando técnicas de cultivo in vitro
visa  investigar  os  efeitos  de  diferentes  reguladores  de  crescimento na  indução  de  calos,
seguidos pela cultura em biorreator de imersão temporária. No Experimento I, frutos de Clivia
miniata foram coletados,  e  suas  sementes  foram testadas  para viabilidade com cloreto de
tetrazólio.  Após  desinfecção,  as  sementes  foram  seccionadas,  os  embriões  retirados  e
transferidos para tubos de vidro com 10 ml de meio de cultivo MS e diferentes reguladores de
crescimento. O experimento durou 120 dias em sala de crescimento a 25ºC com ausência de
luz. Os explantes foram avaliados visualmente quanto à resposta morfogênica a cada 30 dias e
pesados ao final do período experimental.  A regeneração dos calos foi realizada em meio
suplementado com cinetina e ácido naftalenoacético. Análises histológicas foram realizadas
com  alguns  dos  calos  obtidos,  os  quais  foram  fixados  em  formoldeído,  desidratados,
infiltrados em resina, cortados e corados com azul de toluidina. No Experimento II,  calos
foram cultivados em biorreator de imersão temporária usando um sistema de duplo recipiente.
O meio de cultivo utilizado foi o MS com 3 combinações de reguladores de crescimento mais
o tratamento controle sem regulador.  Após 60 dias foi avaliada a massa fresca de calos. No
Experimento I, a sobrevivência dos explantes de embriões zigóticos de  Clivia miniata após
120 dias variou significativamente entre os tratamentos, destacando-se o grupo com 4 BAP +
4 2,4-D, alcançando 75%, enquanto o controle apresentou baixas taxas. A presença de AgNO3
também influenciou a sobrevivência. Os calos induzidos exibiram variação na taxa ao longo
do tempo, sendo 4 BAP + 4 2,4-D + 2 AgNO3 o mais eficaz. A análise histológica indicou a
formação estruturas vasculares não conectadas ao tecido adjacente, ausência de protoderme e
células  não  meristemáticas  nas  extremidades, descartando  a  hipótese  de  embriogênese
somática. Na regeneração, diferentes resultados foram observados de acordo com o meio no
qual o calo foi induzido. Já no cultivo em biorreator, o tratamento com 4 BAP + 4 ANA se
destacou, apresentando o maior ganho de massa fresca. A análise da indução de calos revelou
padrões notáveis, sobretudo na combinação 4 BAP + 4.0 2,4-D, com aumento constante na
porcentagem de calos induzidos e sobrevivência dos explantes superior à 75%. Tratamentos
contendo ácido naftalenoacético (ANA), por outro lado, resultaram em maior produção de
massa fresca. 

Palavras-chave: Indução  de  calos,  cultura  de  tecidos,  nitrato  de  prata,  reguladores  de
crescimento vegetal.
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ABSTRACT

Plants, when facing stress, produce secondary metabolites with medicinal value, and plant cell
cultures serve as a scalable source of these compounds, playing a crucial role in research and
industry.  The study using in vitro cultivation techniques aims to investigate the effects  of
different growth regulators on callus induction, followed by culture in a temporary immersion
bioreactor. In Experiment I, Clivia miniata fruits were collected, and their seeds were tested
for viability with tetrazolium chloride. After disinfection, the seeds were sectioned, embryos
removed,  and transferred to  glass  tubes  with 10 ml  of  MS culture medium and different
growth regulators. The experiment lasted 120 days in a growth room at 25ºC without light.
Explants were visually evaluated for morphogenic response every 30 days and weighed at the
end of the experimental period. Callus regeneration was performed in medium supplemented
with kinetin and naphthaleneacetic acid. Histological analyses were conducted on some of the
obtained  calluses,  which  were  fixed  in  formaldehyde,  dehydrated,  infiltrated  with  resin,
sectioned, and stained with toluidine blue. In Experiment II,  calluses were cultivated in a
temporary immersion bioreactor using a double-container system. The culture medium used
was MS with three combinations of growth regulators plus the control treatment without a
regulator.  After  60  days,  the  fresh  mass  of  calluses  was  evaluated.  In  Experiment  I,  the
survival of Clivia miniata zygotic embryo explants after 120 days varied significantly among
treatments,  with the group with 4 BAP + 4 2,4-D standing out,  reaching 75%, while the
control showed low rates.  The presence of AgNO3 also influenced survival.  The induced
calluses exhibited variation in the rate over time, with 4 BAP + 4 2,4-D + 2 AgNO3 being the
most  effective.  Histological  analysis  indicated  the  formation  of  vascular  structures  not
connected to adjacent tissue, absence of protoderm, and non-meristematic cells at the ends,
ruling  out  the  somatic  embryogenesis  hypothesis.  In  regeneration,  different  results  were
observed depending on the medium in which the callus was induced. In bioreactor cultivation,
the treatment with 4 BAP + 4 ANA stood out, showing the highest gain in fresh mass. The
analysis of callus induction revealed notable patterns, especially in the combination 4 BAP +
4.0 2,4-D, with a constant increase in the percentage of induced calluses and explant survival
exceeding 75%. Treatments  containing  naphthaleneacetic  acid  (ANA),  on the  other  hand,
resulted in higher fresh mass production.

Keywords: Callus induction, tissue culture, silver nitrate, plant growth regulators.

3.1 INTRODUÇÃO

Desde tempos imemoriais, os seres humanos utilizam produtos vegetais como fontes

para  fármacos,  agroquímicos  e  nutrição.  Nos  tempos  recentes,  a  biotecnologia  oferece

oportunidades  atrativas  para  a  produção  de  sistemas  in  vitro baseados  em  plantas  (por

exemplo,  culturas de calos,  culturas de suspensão de células e culturas de órgãos) e para

manipulação genética, facilitando a geração de plantas e produtos vegetais desejados. Além de

seu  importante  papel  comercial,  técnicas  biotecnológicas  in  vitro podem  contribuir  para

contrariar a extinção de espécies ameaçadas (Efferth, 2019).
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As plantas  se  adaptam a  estresses  abióticos  e  bióticos  remodelando-se  e  gerando

metabólitos secundários ativados por elicitores, liberados como respostas de defesa. Muitos

desses metabólitos não apenas têm funções protetoras, mas também possuem valor medicinal

para seres humanos. Portanto, as culturas de células vegetais representam fontes interessantes

para a produção escalável de metabólitos secundários (Efferth, 2019). 

Culturas de tecidos vegetais representam uma técnica importante na ciência básica e

aplicação comercial. Em todas as principais famílias de plantas terrestres, tecidos lesionados

são recuperados por células de calos não diferenciadas.  Essas células de calos podem ser

cultivadas  in  vitro para  aplicações  biotecnológicas,  diferenciando-se  das  células  vegetais

diferenciadas.  As  culturas  de  calos,  cultivadas  em  condições  adequadas,  podem  se  re-

diferenciar  em  plantas  completas.  As  vantagens  dos  sistemas  de  cultura  de  células,  em

comparação com o cultivo convencional de plantas inteiras, incluem a geração independente

de compostos de plantas, resistência a microorganismos e insetos, manutenção fácil de plantas

raras  e  regulação  robótica  da  produção  de  metabólitos  secundários  para  reduzir  custos  e

aumentar a produtividade (Efferth; Thomas, 2019).

A embriogênese somática indireta, investigada nessa pesquisa, requer a redeterminação

de células diferenciadas, a proliferação de calos e a indução de células  embriogênicas

determinadas (Williams; Maheswaran, 1986). Diversos fitorreguladores tem sido utilizados

eficientemente com o objetivo de se induzir a formação de calos embriogênicos e posterior

regeneração de plantas. Dentre os mais comuns estão algumas auxinas sintéticas como o 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D), ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico (picloram - PIC) e ácido

naftalenoacético (ANA); e citocininas como a 6-benzilaminopurina (BAP) (Efferth, 2019).

Outra substância empregada na cultura de calos e embriogênese somática é o nitrato de prata

(AgNO3), utilizado em estudos de cultura de tecidos para inibir a ação do etileno devido à sua

solubilidade em água e à falta de fitotoxicidade em concentrações adequadas (Kumar et al.,

2009).  Os  resultados  encontrados  com  o  uso  do  nitrato  de  prata,  contudo,  são  bastante

divergentes,  sendo benéfico para algumas espécies (Zhang  et al.,  2001; Vain  et al.,  1989;

Songstad et al., 1991; Adkins et al., 1993; Fei; Read; Riordan, 2000; Haque et al., 2015) ou

prejudicial para outras (Hatanaka et al., 1995; Tsao; Reed, 2002).

Os  biorreatores,  originalmente  desenvolvidos  para  a  cultura  de  células  e

microorganismos  com  foco  em  fermentação  e  produção  de  metabólitos  secundários  para

aplicações industriais, têm se mostrado surpreendentemente úteis.  Os primeiros relatos do

uso  de  biorreatores  para  essa  finalidade  remontam a  1981,  quando  Takayama  e  Misawa

obtiveram sucesso na propagação  in vitro de begônias ornamentais. Desde então, o uso de
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biorreatores na multiplicação in vitro de diversas espécies vegetais tem sido documentado em

pesquisas e aplicações (Takayama; Akita, 1994; Ziv et al., 1998; Etienne et al., 2006; Tarmizi

et al.,  2008; Debnath,  2011). A tecnologia de cultura de tecidos  in vitro,  especialmente o

Sistema de Imersão Temporária (TIS), oferece vantagens significativas na produção de plantas

e metabólitos. O uso do TIS promete atender às crescentes demandas do mercado, garantir a

sustentabilidade e melhorar a produção de biomassa e compostos bioativos a partir de plantas

medicinais (De Carlo et al., 2021). 

Um dos benefícios notáveis é a renovação constante do ambiente de cultivo, reduzindo

a necessidade de recipientes individuais e espaço de laboratório. Isso facilita a manipulação

dos explantes e minimiza os riscos de contaminação microbiana. Além disso, os biorreatores

melhoram a absorção de nutrientes e reguladores de crescimento. A composição do meio de

cultura pode ser ajustada conforme o estágio de desenvolvimento do explante, permitindo um

controle mais preciso do processo (Paek et al., 2001; Choi et al., 2008). 

No  entanto,  a  maioria  dos  biorreatores  convencionais  mantém  os  explantes

completamente  submersos  no  meio  de  cultura  líquido,  o  que  pode  resultar  em  desafios

fisiológicos devido à limitação na troca de gases, levando à hiperidricidade dos tecidos em

cultivo. A hiperidricidade é uma desordem fisiológica séria causada pelo acúmulo excessivo

de água no apoplasto, prejudicando o desenvolvimento das plantas (Gogoi; Borua, 2014). Para

solucionar  esse  problema,  os  biorreatores  de  imersão  temporária  surgiram  como  uma

alternativa eficaz e têm ganhado popularidade na micropropagação de plantas devido à sua

simplicidade e eficiência. Eles permitem a transferência periódica e automatizada do meio de

cultura  líquido,  cobrindo os  explantes  por  um período determinado.  Esse sistema oferece

benefícios consideráveis, como a melhor utilização do meio nutritivo líquido, a melhoria das

condições gasosas dentro dos frascos de cultivo e a redução da hiperidricidade. Além disso, a

manipulação da frequência e duração das imersões em meio líquido oferece controle sobre o

crescimento e desenvolvimento das culturas, minimizando o estresse mecânico causado pela

ausência de agitação, proporcionando um ambiente mais favorável para a multiplicação de

plantas (Etienne; Berthouly, 2002; Teixeira, 2002; Martin; Vermette, 2005). 

No  Brasil  também  foram  desenvolvidos  sistemas  de  biorreatores  de  imersão

temporária, como o sistema de biorreator de frascos gêmeos BIT, desenvolvido pela Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia. Esse sistema oferece flexibilidade ao utilizar diferentes

tipos de frascos e regimes de imersão, bem como a capacidade de cultivar diversos tipos de

estruturas vegetais, incluindo células, embriões, gemas, brotos e raízes. Estudos experimentais

demonstraram que a micropropagação em biorreatores de imersão temporária é um método
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eficiente para a produção em larga escala de mudas de diferentes espécies vegetais (Espinosa

et al., 2002; Roels  et al., 2005; Niemenak  et al., 2008; Debnath, 2011; Steinmacher  et al.,

2011; Heringer et al., 2014). 

Em resumo, o uso de biorreatores de imersão temporária  representa uma inovação

significativa  na  micropropagação  de  plantas,  abordando  desafios  anteriores  associados  à

hiperidricidade e proporcionando vantagens substanciais em termos de eficiência e custo na

produção de mudas. Essa abordagem busca atender às crescentes demandas por mudas de

forma mais eficiente e sustentável, contribuindo para a conservação e exploração responsável

da biodiversidade vegetal. Ao aplicar essa tecnologia na micropropagação de espécies como a

Clivia  miniata,  podemos  promover  a  preservação  das  plantas  como  recursos  naturais  e

explorar seu potencial ornamental e farmacológico de maneira mais eficaz.

Buscamos neste trabalho investigar os efeitos do 2,4-D, BAP, picloram, ANA e nitrato

de prata na indução de calos e embriogênese somática e posterior cultura desses em biorreator

de imersão temporária.

3.2       MATERIAL E MÉTODOS

3.2.1    Experimento I – Indução de Calos

3.2.1.1 Material vegetal

Os frutos de  Clivia miniata foram coletados em julho de 2022 em Porto Amazonas,

PR e levados ao laboratório onde foram armazenados no escuro em temperatura ambiente até

a realização dos testes. Observamos os níveis da viabilidade de sementes de clívia, através do

teste de tetrazólio, nesse teste as sementes são embebidas em uma solução incolor de 2,3,5

trifenil cloreto de tetrazólio, indicadora do processo de respiração. Em seguida, as sementes

foram  lavadas  com  água  corrente,  espalhadas  em  papel  toalha  e  secas  à  sombra  em

temperatura ambiente, por 3 dias. Para a realização do teste de tetrazólio foram utilizadas

repetições  de  50  sementes,  100 sementes  no  total  passaram a  serem pré-umedecidas  por

imersão em água por 24 horas. A exposição dos tecidos ao manchamento ocorreu por meio de

uma secção  longitudinal  da  semente.  Logo  após,  as  sementes  foram imersas  em solução

incolor de brometo de 2,3,4- trifenil tetrazólio 0.1% por 3 horas a 30°C e então mantidas 21

horas em temperatura ambiente em condição de escuridão completa. Depois de imersas, as

sementes foram lavadas com água corrente e corte com navalha para visualizar o embrião. Foi

avaliado a viabilidade através da porcentagem de cor do embrião (0, 50 e 100%), sendo que
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sementes  que  se  apresentaram  coradas  com  embrião  acima  de  50%  foram  consideradas

viáveis.

3.2.1.2 Assepsia e introdução in vitro

As  sementes  coletadas  após  serem  secas  e  descascadas  foram  lavadas  em  água

corrente  e  desinfetadas  com  álcool  a  70% (v/v)  por  60  segundos,  sendo  posteriormente

imersas em uma solução comercial de hipoclorito de sódio a 2 – 2,5% de cloro ativo (v/v)

acrescido de 3 gotas de detergente Tween – 20 por 20 minutos sob agitação. Após a assepsia

as sementes foram então levadas para fluxo laminar onde se realizou o enxágue três vezes

com água destilada  autoclavada por  20  minutos  à  120ºC e  pressão de  1  atm.  Depois  de

esterilizadas  as  sementes  foram seccionadas  longitudinalmente,  dividindo  os  embriões  ao

meio,  os  quais  tiveram  seus  ápices  meristemáticos  removidos  para  que  não  houvesse  o

desenvolvimento  da  planta  in  vitro.  Os  embriões  zigóticos  seccionados  foram  então

introduzidos  em tubos  de  vidro  contendo 10 mL de  meio  de  cultivo  MS com diferentes

concentrações de reguladores de crescimento (Tabela 6). 

Tabela 6 – Tratamentos empregados na indução de calos a partir de embriões zigóticos  in

vitro.   

Tratamento Reguladores de crescimento  (mg.L-1)

Picloram 2,4-D BAP ANA AgNO3

T1 0 0 0 0 0
T2 0.52 2 2 0 0

T3 0 2 2 2 0

T4 0 0 4 4 0

T5 0 4 4 0 0

T6 0,52 2 2 0 2

T7 0 2 2 2 2

T8 0 0 4 4 2

T9 0 4 4 0 2

T10 0 0 0 0 2

Fonte: a autora.

3.2.1.3 Condução do experimento

Após a instalação do experimento, os embriões introduzidos foram levados para sala

de crescimento a 25º  C +- 2º no escuro e acompanhados diariamente para verificação de

eventuais contaminações. Com 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo os explantes foram avaliados

visualmente e o número de embriões vivos e que apresentavam sinais de calogênese foram

registrados. 
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3.2.1.4 Análise estatística

O experimento foi montado em delineamento estatístico inteiramente casualizado com

quatro  repetições.  Cada  repetição  consistiu  em  6  tubos  de  ensaio  com  um explante.  Os

tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2 x 5, sendo: 5 combinações de reguladores

de crescimento e presença ou ausência de nitrato de prata, totalizando 10 tratamentos (Tabela

1).  Os  dados  relativos  à  maturação  foram  submetidos  à  análise  de  variância  pelo  teste

Kruskal-Wallis e os valores médios foram comparados pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de

probabilidade e  nos  testes  em que houve interação,  os  respectivos  desdobramentos  foram

realizados.

3.2.1.5 Regeneração

O calo amarelo friável das bases das pétalas e o calo compacto amarelo-verde dos

fragmentos  do ovário  foram então  transferidos  para  um meios  de regeneração MS basal,

suplementado com 0.5 mg.L-1  de ANA e 2.0 mg.L-1  de cinetina. As culturas foram incubadas

sob uma luz de 40 μmol m-2 s-1 fornecida por lâmpadas fluorescentes brancas frias com um

fotoperíodo de 12 horas. Após 4 meses de cultura, a porcentagem de calos que produziram

brotos foi avaliada.

3.2.1.6 Avaliação histológica

Calos obtidos após os 120 dias de cultivo  in vitro foram seccionados e fixados em

FAA70 (formol: ácido acético glacial: álcool etílico 50%, na proporção 1:1:18) por 24 horas.

Na sequência as amostras foram desidratadas em série etílica crescente até álcool 70%, pré-

infiltradas em resina (hidroxietilmetacrilato) e álcool 70% na proporção de 1:1 v/v e incluídas

em  resina  pura  com  adição  de  ativador,  conforme  instruções  do  fabricante  (Leica

Microsystems, Wetzlar, Germany). Todo o processo foi realizado sob vácuo. Cortes de 7 μm

foram  feitos  em  micrótomo  de  rotação  (LEICA RM2145,  Leica  Microsystems,  Wetzlar,

Germany) e corados com azul de toluidina (0.5% em água destilada) por 8 minutos e secas à

temperatura ambiente. 

Os cortes foram fotografados em fotomicroscópio óptico da marca Nikon®, modelo

Eclipse E200 com uma câmera The Imaging Source®, modelo DFK 23UX236 acoplada.

3.2.2    Experimento II – Cultura de Calos de C. miniata em Biorreator de Imersão Temporária

3.2.2.1 Material Vegetal

Calos  embriogênicos  de  Clivia  miniata foram  anteriormente  induzidos  em  meio
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Murashige e Skoog (1962) semissólido (MS) suplementado com 0.1 g L-1 de inositol, 4.0 mg

L-1 de 6-benzilaminopurina (BAP), 4.0 mg L-1 de 2,4-D, 40 g L-1 de sacarose e 6 g L-1 de

ágar  durante  120  dias.  O  pH  foi  ajustado  para  5,8.  Após  esse  período,  os  calos  foram

segmentados em porções de 0.5 a 1 cm e utilizados como explantes. 

3.2.2.2 Sistema de biorreator

O biorreator  utilizado  foi  baseado  em um sistema de  linha  e  é  dividido  em dois

módulos  (lógico  e  físico)  (Figura  7a).  O módulo  lógico  é  responsável  pela  configuração,

gerenciamento e monitoramento do biorreator e consiste em dois níveis. O primeiro nível é

executado  por  software,  que  se  comunica  com  o  segundo  nível,  composto  por  um

microcontrolador.  O  segundo  nível  interage  diretamente  com  o  módulo  físico,  enviando

instruções que são executadas pneumaticamente pelo biorreator. Essas instruções consistem

na abertura e no fechamento de solenoides,  e por meio dessas ações, o meio de cultura é

transferido  entre  os  recipientes  (Zanlorenzi  Junior  et  al.,  2017)  (depósito  de  patente

BR202017008054 - 0, 19 de abril de 2017). Um sistema de duplo recipiente (Figura 7b), um

para os explantes e outro para o meio de cultura líquido, também foi usado. Após a adição do

meio de cultura aos recipientes, eles eram autoclavados a 120 °C por 20 minutos antes da

instalação experimental sob fluxo laminar. O meio de cultura era transferido a cada 2 horas

entre os recipientes e permanecia no recipiente de explantes por 2 minutos antes de retornar

ao frasco de meio.

Figura 7 – Sistemas componentes do biorreator de imersão temporária. a) módulos lógico e

físico; b) sistema de duplo recipiente. 

Fonte: a autora.
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3.2.2.3  Meio de cultivo 

No sistema do biorreator, foram utilizados 3 pares de recipientes (com capacidade total de

1 litro) com 200 mL de meio em cada frasco. O meio líquido era composto por MS suplementado

com 0,1 g L-1 de inositol, 40 g L-1 de sacarose e reguladores de crescimento de acordo com os

respectivos tratamentos. O pH foi ajustado para 5,8. Após 60 dias a massa fresca de calos foi

avaliada e número de brotos contabilizados, quando presentes. A sala de crescimento foi mantida a

25 ± 2 °C, com fotoperíodo de 16 horas e uma densidade de fluxo de fótons de luz branca de 27

μmol m-2s-1. 

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Indução de Calos

Após 120 dias em meio de indução de calos foram registrados o número de explantes

vivos e calculada a  taxa de sobrevivência destes (Tabela 7). Apesar de não haver diferença

estatística entre os tratamentos, verificou-se uma grande amplitude de sobrevivência de 66.7

%, variando  entre 8.3% do tratamento controle (sem hormônios) e 75% para o tratamento

contendo 4.0 mg.L-1 de BAP, 4.0  mg.L-1 de 2,4-D e 2.0 mg.L-1 de AgNO3.

Tabela 7 – Sobrevivência dos explantes de embriões zigóticos de Clivia miniata após 120 dias

de cultivo em meio de cultivo com diferentes reguladores de crescimento.

Reguladores de crescimento (mg/L) Sobrevivência (%)
AgNO3   (mg.L-1)

0 2

Controle (sem regulador) 8.3 ns 11.1  ns

4 BAP + 4 2,4-D 64.6 75.0
4 BAP + 4 ANA 58.3 62.5
2 BAP + 2 2,4-D + 0.52 PIC 25.0 33.3 
2 BAP + 2 2,4-D + 2 ANA 37.5 41.6 

CV (%) = 78.62%
O teste de média Tukey a 5% de probabilidade (p < 0.05) não revelou diferença significativa entre os tratamentos.

 Fonte: a autora.

Os explantes no grupo de controle apresentam baixas taxas de sobrevivência,  com

valores de 8.3% e 11.1% para 0 mg/L e 2 mg/L de AgNO3, respectivamente. O tratamento 4

BAP + 4 2,4-D mostra uma notável melhoria na sobrevivência dos explantes, atingindo 64.6%

sem AgNO3 e 75% com 2 mg/L de AgNO3. A sobrevivência do explantes cultivados em meio

com 4 BAP + 4 ANA varia de 58.3% (sem AgNO3) a 62.5% (com 2 mg/L de AgNO3). Os
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valores são relativamente próximos entre os dois tratamentos com diferentes concentrações de

AgNO3.  O  tratamento  2  BAP +  2  2,4-D  +  0.52  PIC  mostra  as  taxas  mais  baixas  de

sobrevivência, com 25% sem AgNO3 e 33.3% com 2 mg/L de AgNO3. Dentro do tratamento 2

BAP + 2 2,4-D + 2 ANA a sobrevivência varia de 37.5% (sem AgNO3) a 41.6% (com 2 mg/L

de AgNO3). O coeficiente de variação calculado é alto (78.62%), indicando uma considerável

variabilidade nos dados.

Esses resultados sugerem que alguns dos tratamentos com reguladores de crescimento,

especialmente 4 BAP + 4 2,4-D, proporcionam uma melhor sobrevivência dos explantes em

comparação com os grupos de controle e demais tratamentos testados. A presença de AgNO3

também  parece  influenciar  a  sobrevivência,  com  variações  nos  efeitos  dependendo  dos

reguladores de crescimento utilizados.

Após  a  instalação  do  experimento,  os  embriões  introduzidos  foram acompanhados

diariamente para verificação de eventuais contaminações juntamente com a fotografia destas

no período de 30, 60, 90 e 120 dias após a instalação do experimento. O número de calos foi

contabilizado e a taxa de indução de calos calculada (Tabela 8).

Tabela 8 – Porcentagem de indução de calos em embriões zigóticos de Clivia miniata após 30,

60, 90 e 120 dias em meio cultivo com diferentes combinações de reguladores de crescimento.

RGCs mg/L Calos induzidos (%)
30 dias 60 dias 90 dias 120 dias

Controle 0 ns 0ns 0 b 0 b

Controle prata 33 33 33 ab 33 ab

4 BAP + 4.0 2,4-D 79 91.7 91.7 ab 91.7 ab

4 BAP + 4.0 2,4-D + 2.0 AgNO3 72.33 83.3 100 a 100 a

4 BAP + 4.0 ANA 45.7 75 87.5 ab 87.5 ab

4 BAP + 4.0 ANA + 2.0 AgNO3 25 62.5 81.2 ab 81.2 ab

2 BAP + 2.0 2,4-D + 0.52 PIC 40 60 60 ab 60 ab

2 BAP + 2.0 2,4-D + 0.52 PIC + 2.0 AgNO3 16.6 50 50 ab 50 ab

2 BAP + 2.0 2,4-D + 2.0 ANA 37.5 75 75 ab 75 ab

2 BAP + 2.0 2,4-D + 2.0 ANA + 2.0 AgNO3 79.25 79.25 79.25 ab 79.25 ab

CV (%) = 76.06 67.84 57.76 56.03
Médias seguidas de mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05).

Fonte: a autora.

Ambos os grupos de controle mostram uma taxa de calos induzidos de 0% ao longo de

todos os períodos de tempo.

A combinação 4 BAP + 4.0 2,4-D mostra um aumento constante na porcentagem de

calos induzidos ao longo do tempo, começando em 79% aos 30 dias e atingindo 91.7% aos 60

dias, mantendo essa taxa até os 120 dias. A adição de AgNO3 a esse grupo aumentou ainda
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mais a porcentagem de calos induzidos, atingindo 100% aos 90 dias e mantendo esse valor até

os 120 dias.

O tratamento 4 BAP + 4.0 ANA mostra uma tendência de aumento na porcentagem de

calos induzidos, começando em 45.7% aos 30 dias e atingindo 87.5% aos 90 dias, mantendo

essa taxa até os 120 dias. Aqui o AgNO3 também aumentou a porcentagem de calos induzidos,

atingindo 81.2% aos 90 dias e mantendo esse valor até os 120 dias.

O cultivo em meio com 2 BAP + 2.0 2,4-D + 0.52 PIC mostra uma variação na taxa de

calos induzidos ao longo do tempo, começando em 40% aos 30 dias, atinge 60% aos 60 dias e

mantendo essa taxa até  os 120 dias.  Neste  caso a  presença de AgNO3 parece não alterar

significativamente a taxa de calos induzidos em comparação com o tratamento anterior.

2 BAP + 2.0 2,4-D + 2.0 ANA mostra uma variação nas taxas de calos induzidos,

começando em 37.5% aos 30 dias e atingindo 75% aos 60 dias, mantendo essa taxa até os 120

dias. Ao adicionar o nitrato de prata temos uma porcentagem relativamente alta e constante de

calos induzidos ao longo do tempo, começando em 79.25% e mantendo esse valor até os 120

dias.

A diminuição do coeficiente de variação dos dados ao longo do tempo sugere uma

maior consistência nos resultados.

3.3.2 Massa Fresca

Ao final do experimento os calos obtidos foram pesados e a massa fresca entre os

tratamentos comparada (Tabela 9). Independentemente da presença do nitrato de prata,  os

tratamentos  com  maior  produção  de  massa  fresca  foram  aqueles  que  contém  ácido

naftalenoacético (ANA) em sua composição (2.2 e 3.34 g para 4 mg.L-1 de BAP + 4 mg.L-1 de

ANA). Além de resultar em baixa indução de calos, o picloram demonstrou ser prejudicial

também  na  multiplicação  celular,  com  os  menores  valores  para  massa  fresca  quando

comparados com outros tratamentos contendo reguladores de crescimento (0.82 e 0.85 g).
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Tabela 9 - Massa fresca dos calos obtidos a partir de embriões zigóticos de  Clivia miniata

após 120 dias de cultivo em meio de indução de calos.

Reguladores de crescimento (mg/L) Massa fresca (g)
AgNO3   (mg.L-1)

0 2

Controle - 0.62  Aa

4 BAP + 4 2,4-D 0.89 Aa 1,20 Aa

4 BAP + 4 ANA 2.20 Ab 3,34 Bb

2 BAP + 2 2,4-D + 0.52 PIC 0.82 Aa 0.85 Aa

2 BAP + 2 2,4-D + 2 ANA 1.35 Aab 0.91 Aa

CV (%) = 63.11
Médias seguidas de mesma letra maiúscula nas linhas e mesma letra minúscula nas colunas não diferem entre si

pelo teste Tukey (p<0.05).

Fonte: a autora.

3.3.3 Avaliação Anatômica

Calos  friáveis  com 120  dias  de  cultura  e  que  apresentavam estruturas  globulares,

candidatas a embriões somáticos, foram fixados e processados de acordo com os métodos

descritos anteriormente para avaliação anatômica (Figura 8a). No centro de algumas dessas

estruturas é possível visualizar o espessamento típico das paredes celulares dos elementos de

células traqueais (Figura 8c), indicando a formação de um sistema vascular não conectado ao

calo adjacente. Na periferia da estrutura analisada não foi encontrada camada bem definida de

células justapostas circundando-a, referente a uma protoderme. A ausência de tal estrutura

invalida a suspeita de tratar-se de um embrião somático. 
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Figura 8 – Calo friável de  Clivia miniata. a) calo friável com estruturas globulares em sua

superfície; b) corte longitudinal de um calo evidenciando estrutura globular em formação na

sua superfície; c) estrutura globular evidenciada; d) vasos condutores em formação no interior

da estrutura globular. ce = calo, eg = estrutura globular, seta = vasos condutores em formação,

z = porção remanescente do embrião zigótico. 

Fonte: a autora.

As  análises  histológicas  evidenciaram  a  não  conexão  vascular  entre  estruturas

globulares na superfície do calo, contudo, a protoderme, camada mais externa de um embrião

somático encontra-se ausente.

3.3.4 Cultivo em Meio de Regeneração

4 meses após a transferência para o meio de regeneração, diferentes resultados foram

observados de acordo com o meio no qual os calos foram induzidos. Os calos provindos de

meio com 2 BAP + 2 2,4-D + 0.52 PIC não desenvolveram qualquer estrutura (Figura 9a);

aqueles  com  ANA na  composição  resultaram em  rizogênese  (Figura  9b);  por  fim,  calos

originados de meio com 2 BAP + 2 2,4-D resultaram em brotos (Figura 9c). Infelizmente não



58

foi  possível regenerar  calos de todos os tratamentos,  impossibilitando a análise estatística

desta etapa da pesquisa. 

Figura 9 – Calos de Clivia miniata após 120 dias de cultivo em meio de regeneração. a) calo 

compacto; b) calo organogênico com raízes adventícias e estrutura globular em formação na 

sua superfície; c) calo apresentando broto. eg = estrutura globular; r = raíz; b = broto. 

Fonte: a autora.

3.3.5 Cultivo em Biorreator

Durante as primeiras 4 semanas os calos dos tratamentos contendo 2.4-D apresentaram

sinais de oxidação (Figura 10a), adquirindo uma coloração variando entre castanho e marrom

que permaneceu até o 60º dia. O tratamento com 4.0 mg.L-1 de BAP + 4.0 mg.L-1 de ANA não

oxidou nem apresentou alterações morfológicas visíveis. Os calos cultivados em meio sem

reguladores, por sua vez, resultaram no desenvolvimento de brotos (Figura 10b).

Figura 10 –  Calos de Clivia miniata  após 60 dias sendo cultivados em biorreator. a)  calo

oxidado com estrutura globular; b) calo com broto adventício. eg = estrutura globular, seta =

broto adventício.

Fonte: a autora.

Após o período experimental os calos foram pesados para verificar a massa fresca dos

mesmos (Tabela 10). O crescimento mais expressivo foi observado no tratamento com 4.0
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BAP + 4.0 ANA, com um ganho correspondente a 0.75 g. Em contrapartida, o menor ganho

de massa foi observado no meio de cultivo com 2.0 BAP + 0.52 PIC + 2.0 2,4-D, 0.54 g. Os

demais tratamentos, porém, tiveram resultados bem semelhantes, sem diferenças estatísticas

significativas.

Tabela 10 – Ganho de massa fresca em calos de  Clivia miniata cultivados por 60 dias em

biorreator de imersão temporária.

Reguladores de crescimento vegetal (mg.L-1) Ganho de massa fresca (g)
Controle (sem reguladores) 0.63 ns

4.0 BAP + 4.0 ANA 0.75
4.0 BAP + 4.0 2,4-D 0.74
2.0 BAP + 0.52 PIC + 2.0 2,4-D 0.54
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05). ns = não significativo.

Fonte: a autora.

3.4 DISCUSSÃO

Assim como em diversos trabalhos, a ausência de reguladores de crescimento no meio

de  cultivo  limitou  a  formação  de  calos  em  nossos  testes (Sellés  et  al.,  1999;  Noormi,

Murugaiyah;  Subramaniam,  2012;  Gantait;  Mahanta,  2021).  Por  outro  lado,  quando  na

presença de reguladores, especialmente 2,4-D e BAP obtivemos calos granulares, indicativos

de uma embriogênese somática (não confirmada por avaliação histológica).

A pesquisa de Chengalrayan, Abouzid e Gallo-Meacher (2005) investigou a influência

de picloram e 2,4-D na indução de calos em sementes de cana-de-açúcar. Após 12 semanas, o

picloram  a  1  mg.L-1 e  3  mg.L-1 demonstrou  maior  eficácia  na  produção  de  calos  em

comparação com as concentrações de 2,4-D testadas. Na gérbera, Gantait e Mahanta (2021)

observaram maior formação de calos em 2,4-D a 2,0 mg.L-1 (93,33%), sendo o picloram e

NAA menos  eficazes.  Concentrações  de  1  mg/L  de  picloram  foram  consideradas  mais

eficazes na indução e proliferação de calos.  Em ambas as pesquisas,  observou-se que um

aumento na concentração dos reguladores de crescimento teve efeito positivo na proliferação

de calos, corroborando observações similares em outras espécies, como:  Tabernaemontana

pandacaqui (Sierra  et  al.,  1991),  Miscanthus  x  ogiformis Honda  ‘Giganteus’  (Holme;

Petersen, 1996), Withania somnifera (Manickam et al., 2000), milho (Zacchini et al., 2000) e

plantas do gênero Genista (Luczkiewicz; Glod, 2003).

O tipo  e  a  concentração da  auxina  desempenharam papéis  cruciais  na  indução da

embriogênese  somática  (ES).  No  trabalho  de  Steinmacher  et  al. com  palmito  pupunha

(Bactris gasipaes), por exemplo, a aplicação de picloram a  24.14 mg.L-1 resultou na maior
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taxa de ES, enquanto que o 2,4-D não provocou uma resposta significativa. Embora a taxa de

indução de ES tenha sido relativamente baixa, o número de embriões somáticos formados a

partir de cada calo embriogênico após a transferência para o meio de maturação foi alto, com

uma média de 25,8 ± 1,6 embriões somáticos.  Os resultados  promissores na presença de

picloram para essa espécie corroboram com a tendência observada por outros pesquisadores

(Valverde et al., 1987; Barro et al., 1999; Karun et al., 2004), porém confrontam os resultados

encontrados nesta pesquisa.

Em nossos ensaios a presença de 0.52 mg.L-1 de picloram associada a 2 mg.L-1 de 2,4-

D e 2 mg.L-1 de BAP resultou em grande mortalidade dos explantes e baixa indução de calos

nos sobreviventes  (50%). Li  et  al. (2022) também trabalhando com indução de calos em

clívias encontrou achados semelhantes aos apresentados aqui, com uma taxa de indução de

calos de 43% no meio com 0.5 mg.L-1 de picloram, sendo o melhor resultado verificado na

concentração de 1 mg.L-1 de picloram (69%). Por outro lado, o cultivo dos explantes em meio

contendo apenas 2,4-D e BAP teve uma taxa de indução entre 75 e 100%. 

Outro fator avaliado na indução de calos em embriões zigóticos de C. miniata neste

estudo foi um antagonista do etileno, a AgNO3, que inibe a ação do etileno competindo pelos

seus locais de ligação, sem entretanto reduzir a produção deste (Vain et al., 1989; Roustan et

al., 1990; Chi et al., 1991). Em alguns casos, o nitrato de prata mostrou ter um efeito adverso

na produção de calos  em híbridos  de  Rubus spp.  (Tsao;  Reed,  2002),  e  na embriogênese

somática em  Coffea canephora (Hatanaka  et al., 1995). Em outras situações, no entanto, o

nitrato de prata mostrou exercer um efeito estimulante na proliferação de calos em Manihot

esculenta (Zhang  et al., 2001), Poaceae como Zea mays (Vain  et al., 1989; Songstad  et al.,

1991), Oryza sativa (Adkins et al., 1993), Bouteloua dactyloides (Fei; Read; Riordan, 2000) e

Hordeum vulgare (Haque et al., 2015).

Na  tamareira  (Phoenix  dactylifera L.),  a  proliferação  de  calos  e  subsequente

embriogênese somática foram mostradas como estimuladas pelo nitrato de prata adicionado

ao meio de regeneração na cultivar Barhee (Al-Khayri;  Al-Bahrany, 2001). Assim como em

clívia, a natureza recalcitrante da tamareira é uma limitação persistente na sua propagação

comercial (Al-Khayri, 2001; Veramendi; Navarro, 1996). No geral, o crescimento dos calos

aumentou gradualmente à medida que a concentração de AgNO3 aumentou; concentração

ideal dependeu da cultivar e variou de 8.5 a 10.62 mg/L. No entanto, quando incubados no

escuro, ocorreu uma redução gradual no crescimento de calos em resposta ao aumento das

concentrações de AgNO3 de 1.7 mg/L a 17 mg/L (Al-Khayri,  2004).  Em pesquisas mais

recentes, como a de Abdollahi e Rashidi (2018) foi relatado que o nitrato de prata produziu o
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maior número de embriões, e plantas regeneradas foram obtidas no cultivo de anteras de grão-

de-bico (Cicer arietinum) quando 10 mg/l de 2,4-D foram combinados com 15 e 50 mg/l de

nitrato de prata no meio de cultivo de anteras, respectivamente.

De acordo  com a  literatura,  os  efeitos  do  nitrato  de  prata  na  cultura  de  tecidos  é

bastante controverso, fato verificado em nossos achados,  nos quais a prata não apresentou

influência sobre a indução de calos e sua sobrevivência. Contudo, duas hipóteses não podem

ser  descartadas  com  este  estudo:  1)  a  concentração  de  nitrato  de  prata  foi  baixa;  2)  a

quantidade  de  etileno  produzida  pelas  células  não  é  significativa  a  ponto  de  prejudicar  a

multiplicação. Portanto pesquisas avaliando esses pontos ainda precisam ser realizadas.

É  amplamente  aceito  que  a  indução de  embriogênese  somática  (ES)  é  promovida

especialmente após a exposição das células a condições elevadas de estresse. Diferentes tipos

de estresses, como choque osmótico, aplicação de temperaturas altas ou baixas, tratamentos

de privação, entre outros, podem afetar o destino celular e iniciar a competência embrionária.

Por  exemplo,  um  forte  estresse  osmótico  causado  por  sacarose  promoveu  a  geração  de

numerosos embriões somáticos em D. carota (Kamada  et al., 1993). A exposição a íons de

metais pesados, como o cádmio, também induziu a reprogramação celular e a aquisição de

totipotência celular em cenoura, trigo ou Arabidopsis, mesmo na ausência de reguladores de

crescimento (Ikeda-Iwai  et al., 2003; Kiyosue  et al., 1990; Patnaik  et al., 2005). Em outras

espécies vegetais,  a ES pode ser induzida por álcoois de açúcar (Holobiuc 2015) ou pela

alteração  da  composição  da  fonte  de  nitrogênio  (Leljak-Levanic  et  al.,  2004)  através  da

substituição de alguns macroelementos (Ogawa et al., 1994), ou pela ausência de uma fonte

de  carbono  (Veramendi;  Navarro  1996)  e,  em  alguns  casos,  de  alguns  microelementos

(Mashayekhi et al., 2008) no meio de cultura. Dessa forma, os tratamentos de estresse podem

influenciar a reprogramação diferencial das células somáticas para reentrar no ciclo celular e

recuperar  a  totipotência,  aumentando  a  resposta  embriogênica  e  melhorando  o

desenvolvimento de embriões somáticos. Portanto, a via totipotente pode ser alcançada em

resposta a uma combinação única e complexa de sinais moleculares e metabólicos para iniciar

uma nova janela de desenvolvimento (Chupeau et al., 2013). 

A análise do transcriptoma indica que a indução de ES é precedida pela transcrição de

muitos  genes  relacionados  ao  estresse.  Outro  conjunto  de genes  altamente  expressos  está

relacionado  ao  estresse  oxidativo  e  à  divisão  celular,  sugerindo  um  equilíbrio  entre  a

proliferação celular  e  a  morte  celular  (Thibaud-Nissen  et  al.,  2003).  Por  exemplo,  vários

estudos  são  consistentes  com  a  detecção  e  acumulação  de  transcritos  GSTs  durante  os

primeiros dias de indução de SE (Peixoto, et al., 2008; Salvo et al., 2014; Vega-Bartol et al.,
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2013).  Embora esses  genes  sejam responsivos  principalmente  à  auxina,  os  GSTs também

podem ser induzidos por H2O2, ABA e ácido jasmônico associados ao estresse abiótico e

biótico, sugerindo uma participação significativa dos GSTs para evitar os danos causados pelo

estresse oxidativo (Jin  et  al.,  2014).  O fato  de que o desenvolvimento  de  SE exibe uma

sinalização  mais  intensa  para  o  estresse  do  que  o  desenvolvimento  zigótico  pode  ser

interpretado  como  um  processo  de  adaptação,  talvez  para  compensar  a  ausência  de

endosperma e acelerar o desenvolvimento do embrião somático (Nic-Can et al., 2016).

O 2,4-D, um composto análogo ao hormônio vegetal ácido indolacético-3 (IAA), pode

atuar  como  um agente  estressante,  levando  à  regulação  positiva  de  proteínas  específicas

relacionadas ao estresse oxidativo, divisão celular e estresse osmótico, e ajudam a planta a

lidar com o estresse induzido pelo tratamento com esse regulador. Quando em concentrações

muito  elevadas  (>  6  mg.L-1),  contudo,  o  2,4-D  inibe  a  embriogênese  somática,  o  que

provavelmente ocorre devido à despolarização das membranas celulares (Pan, et al., 2010).

Num estudo com a aplicação do ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foi investigado

quanto ao seu efeito no crescimento e no metabolismo de ROS (espécies reativas de oxigênio)

em folhas de ervilha (Pisum sativum). No nível estrutural, observaram-se danos nas células do

mesofilo  e  o  alargamento  e  dilatação  dos  tilacoides  nas  plantas  tratadas  com  2,4-D.  O

herbicida afetou notavelmente as atividades da xantina oxidase e da superóxido dismutase,

bem como a atividade e os níveis de transcrição das enzimas do ciclo ascorbato-glutationa,

como a ascorbato peroxidase, a monodesidroascorbato redutase e a glutationa redutase. Além

disso, nas plantas tratadas com o herbicida, houve um aumento na produção de H2O2, níveis

de peroxidação lipídica, atividade de endopeptidases e proteínas oxidativamente modificadas.

Os  resultados  sugerem que  a  superprodução  de  radicais  superóxido  (O2-)  e  peróxido  de

hidrogênio (H2O2) ocorre nas plantas tratadas com 2,4-D, levando ao estresse oxidativo e à

degradação de proteínas (Romero‐Puertas et al., 2004).

Auxinas ou citocininas específicas, seja isoladamente ou em combinações, afetam o

crescimento celular em culturas de tecidos vegetais de maneiras muito diferentes. Seus efeitos

são dificilmente previsíveis, pois os mecanismos exatos que regulam o metabolismo primário

e secundário pelas auxinas e citocininas ainda não são completamente conhecidos. Portanto,

um tipo e concentração adequados de reguladores de crescimento devem ser determinados

experimentalmente para cada espécie e técnica de cultura empregada (Siatka, 2019).

As divergências encontradas entre nossas pesquisas e trabalhos sobre indução de calos

e embriogênese somática em clívia  e  outras monocotiledôneas reforçam a necessidade de

repetição desses experimentos. 
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3.5 CONCLUSÃO

A análise da sobrevivência dos explantes após 120 dias de cultivo indicou uma notável

variação nas taxas, variando de 8.3% a 75%, com o tratamento 4 BAP + 4 2,4-D destacando-

se pela significativa melhoria na sobrevivência. A presença de AgNO3 também influenciou os

resultados,  mostrando  variações  nos  efeitos  conforme  os  reguladores  de  crescimento

utilizados. Além disso,  a análise da indução de calos ao longo do tempo revelou padrões

interessantes,  com destaque  para  a  combinação  4  BAP +  4.0  2,4-D,  que  apresentou  um

aumento constante na porcentagem de calos induzidos. A avaliação da massa fresca dos calos

destacou a eficácia dos tratamentos contendo ácido naftalenoacético (ANA), que resultaram

em uma maior produção de massa fresca. As observações histológicas, contudo, revelou que

os calos avaliados não eram embriogênicos. Em suma, este estudo fornece insights valiosos

para otimizar as condições de indução de calos em Clivia miniata, contribuindo para o avanço

do cultivo in vitro desta espécie.
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