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Esta revisdo tem como objetivo demonstrar como a cultura de tecidos, através da micropropagacéo, pode contribuir
para a ampliagéo do cultivo de plantas medicinais, bem como incentivar a sua utilizagdo. Assim, realizou-se uma
revisdo de literatura, abrangendo o periodo de 1986 a 2016, sobre a micropropagacgéo de plantas medicinais. A
utilizagdo das técnicas de cultura de tecidos, principalmente a micropropagacédo de plantas medicinais podera
contribuir para a obtengéo de germoplasma competitivo e adaptado a diversos métodos de cultivo, para a escolha
de novas espécies que servirdo como fonte de compostos biologicamente ativos, para o aprimoramento da
producgédo de fitofarmacos e para a disponibilidade de material vegetal para programas governamentais e/ou da
iniciativa privada com plantas medicinais ou fitoterapicos. Nesse sentido, a micropropagacéo dispde de alternativas
para uma maior produgéo de biomassa e para garantir a perpetuagéo de espécies de interesse medicinal.
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The aim of this review is to show how tissue culture through micropropagation can contribute to increase medicinal
plant culture and encourage their use. To attain our objective a literature review on medicinal plants and
micropropagation comprising a 20-year period (1986 to 2016) was carried out. Tissue culture techniques, especially
micropropagation of medicinal plants, allows the sourcing of competitive and well adapted germplasm to different
culture methods, the selection of new species containing biological active components, the improvement of
phytopharmaceutical production and the availability of vegetal material for governmental and/or private programs.
Thus, micropropagation offers alternatives to increase biomass production and to ensure the perpetuation of
species of medicinal relevance.
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INTRODUGAO

Durante longos periodos na histéria, o uso de
plantas medicinais esteve presente, ndo s6 devido
ao seu carater alimentar, mas também as suas
propriedades de cura, sejam elas reais ou
ritualisticas. Entretanto, a partir da metade do século
XX, o uso de medicamentos de origem sintética
tornou-se mais amplo que o uso de plantas
medicinais, principalmente na sociedade ocidental,
com destaque para os paises desenvolvidos, visto
que os considerados paises em desenvolvimento
permaneceram fazendo uso das propriedades
curativas das plantas, certamente devido as dificeis
condigbes econdmicas que impediam a aquisicao
dos medicamentos sintéticos (GUPTAet al., 2008).

Com o crescente desenvolvimento da
Quimica, novas substancias foram isoladas em
laboratorio e delas outros produtos de sintese
surgiram, ocasionando a substituicdo do uso das
plantas por medicamentos sintetizados em
laboratério, quando se consolidou a industria
farmacéutica (BRUNING et al., 2012). Além disso,
houve também intenso trabalho de desqualificacao
do saber popular sobre as plantas medicinais, como
a proibicdo da sua indicagao até mesmo por médicos
(FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL-JUNIOR, 2011).
Esta ofensiva ndo se fundamentou apenas na
suposta inferioridade da eficacia e da segurancga da
planta medicinal em comparagédo ao medicamento
sintético, mas também a interesses mercantilistas,
cada vez mais presentes no setor de saude, que
tiveram importante papel na desvalorizagao do uso
da fitoterapia (FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL-
JUNIOR, 2014).

Nao obstante, constata-se que a cultura do uso
de plantas e de outras fontes naturais com
propriedades terapéuticas vem sendo valorizada
pela sociedade do mundo inteiro e retornou ao status
de uma fonte de produtos medicinais devido a busca
por habitos mais saudaveis de vida e pelo dificil
tratamento de certas doengas devido a resisténcia
microbiana (BUGNO etal., 2005).

Apesar do aumento da demanda por espécies
medicinais, ainda ha caréncia de informacgoes,
principalmente para o produtor, podendo ser
observado também nos demais setores: industria,
comeércio e consumidores. O Brasil, ao contrario do
que ocorre nos paises europeus, asiaticos e nos
Estados Unidos, ndo dispbe de estatisticas que
expliqguem o mercado, o consumo e os costumes de
uso de plantas medicinais, apesar da tradicdo no
uso. A falta de informacgao contribui para a produgao

e obtenc&o de um produto vegetal de ma qualidade
(VEIGA JUNIOR, 2008). Como em qualquer sistema
de produgao agroindustrial, um ponto fundamental
para o sucesso do empreendimento rural familiar é o
acesso a mercados potenciais, o qual ocorre por
meio do conhecimento da demanda e possibilita a
definicdo de padrdes de qualidade, quantidades dos
produtos e planejamento da produgédo (SOUZA;
PEREIRA; FONSECA, 2012).

A micropropagacéo pode ser uma alternativa
viavel no cultivo de plantas medicinais, pois permite a
obtencdo de um grande numero de plantas com
autenticidade varietal em qualquer época do ano
(NICOLOSO et al., 2001). Além disso, quando se
pretende explorar economicamente uma
determinada espécie vegetal, o ponto de partida
deve ser o estudo das formas de propagacao e se
elas apresentam viabilidade para o estabelecimento
de um sistema produtivo (SCHEFFER, 1992).

Plantas medicinais tém sido multiplicadas in
vitro, mas verifica-se, nesse novo século, um
incremento nessa forma de cultivo. A proliferacao in
vitro de plantas medicinais € basicamente uma
extensdo da propagacéo vegetativa feita em muitas
espécies. No entanto, este método pode ser usado
nao sé para a produc¢ao de mudas sadias e de boa
qualidade, mas também quando ha escassez de
material para o plantio (CUNHA et al., 1999).
Ressalta-se que por meio da biotecnologia,
utilizando-se a micropropagag¢ao como ferramenta, &
possivel aumentar a produgéo e diminuir o prego dos
principios ativos fitoquimicos (BAJAJ et al., 1988).

A cultura de tecidos de plantas é um método
biotecnoldgico ja consagrado pelos resultados
alcangcados em varias culturas, as quais foram
beneficiadas pela produgéo de plantas uniformes e
sadias, pela velocidade superior de crescimento em
relacdo aos métodos convencionais de propagacgao,
pela maior produgcdo em menor tempo e espaco
fisico e, ainda, pela obtencédo de plantas livres de
virus e outros patdgenos através da cultura de
meristemas (CROCOMO, 1986).

Portanto, a aplicagdo da micropropagagéo em
plantas medicinais tem como perspectivas a
obtencao de germoplasma competitivo e adaptado a
diversos métodos de cultivo, a escolha de novas
espécies que servirdo como fonte de compostos
biologicamente ativos e o aprimoramento da
producdo de fitofarmacos. Nesse sentido, a
micropropagacgao dispde de alternativas para uma
maior producdo de biomassa e para garantir a
perpetuacdo de espécies de interesse econémico
(MORAIS etal., 2012).
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PANORAMA ECONOMICO E POLITICAS
BRASILEIRAS DE PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais e seus derivados tém
apresentado continuo crescimento de uso entre os
recursos terapéuticos disponiveis, seja baseado na
medicina tradicional ou em programas especificos
de estimulo da pratica da fitoterapia. A
movimentagcdo do mercado mundial de fitoterapicos
gira em torno de US$ 44 bilhées, e no mercado
brasileiro as estimativas variam entre US$ 350 e US$
550 milhdes (BRASIL, 2012). E estimado que cerca
de 30% dos atuais medicamentos disponiveis no
mercado sao derivados direta ou indiretamente de
principios ativos vegetais (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011). Portanto, a¢des que visem
a preservagao da biodiversidade sdo fundamentais,
pois repercutem na producdo de medicamentos
(GOMES; ELPO, 2000).

No Brasil, a fitoterapia € uma opc¢éao
medicamentosa que se adéqua as necessidades de
varios municipios no atendimento primario a saude.
De forma geral, os fatores da expanséao da fitoterapia
devem-se aos efeitos adversos de farmacos
sintéticos, a preferéncia dos consumidores por
tratamentos “naturais”, a crescente validacao
cientifica das propriedades farmacologicas de
espécies vegetais, ao desenvolvimento de novos
métodos analiticos para o controle de qualidade, ao
desenvolvimento de novas formas de preparagdes e
administracao dos produtos e ao relativo baixo custo
(MELOetal., 2007).

Visando estabelecer uma legislacéao
especifica, foi criada em 2006 a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que através do
Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006 (BRASIL,
2006), estabelece como algumas de suas diretrizes:
garantir e promover a seguranca, a eficacia e a
qualidade no acesso a plantas medicinais e
fitoterapicos; promover e reconhecer as praticas
populares de uso de plantas medicinais e remédios
caseiros; promover a adogédo de boas praticas de
cultivo e manipulacdo de plantas medicinais e de
manipulacao e producao de fitoterapicos.

No Brasil, com a implantacao da Politica citada
no paragrafo anterior, bem como da Politica Nacional
de Praticas Integrativas e Complementares no
Sistema Unico de Satde - SUS (BRASIL, 2012), que
inseriu praticas de acupuntura, homeopatia, plantas
medicinais, fitoterapia, termalismo e medicina
antroposofica, e a Portaria n. 886 de 2010 do
Ministério da Saude - MS (BRASIL, 2010), que
instituiu a Farmacia Viva no ambito do SUS, o
interesse nesse setor aumenta ainda mais, tanto por

parte da populagédo, quanto das industrias
produtoras de medicamentos e do setor regulatorio.

Além disso, as agbes decorrentes dessas
politicas s&o imprescindiveis para melhorar os
seguintes aspectos: o acesso da populagédo as
plantas medicinais e fitoterapicos; a incluséo social e
regional; o desenvolvimento agricola, industrial e
tecnologico; a promogao da seguranga alimentar e
nutricional; o uso sustentavel da biodiversidade
brasileira e a valorizagado/preservagédo do
conhecimento tradicional das comunidades e povos
tradicionais (SOUZA; PEREIRA; FONSECA, 2012).

Essas politicas, ainda segundo estes autores,
vém contribuindo para o incremento do uso de
plantas medicinais, o que pode incentivar o cultivo
por agricultores familiares, permitindo sua insercao
na cadeia produtiva e o acesso aos mercados
tradicionais ou potenciais. Conhecendo a demanda e
os padrdes de qualidade previamente estabelecidos,
o produtor pode tomar decisdes sobre o que, como,
quanto e quando produzir. Entretanto, ainda ha
caréncia de informagdes e tecnologias nessa cadeia,
o que desfavorece a obtencao de um produto final de
qualidade.

A situagdo econdmica e a busca de melhor
qualidade de vida tém-se constituido nos principais
fatores de incremento no uso de plantas medicinais,
associados a grande divulgagédo desse uso para a
cura de doengas. Entretanto, esse fato pode estar
associado ao uso indiscriminado, que pode trazer
riscos a saude. Plantas cultivadas ou que surgem
espontaneamente em locais onde foram ou sao
utilizados agrotdoxicos, contaminacéo por
microrganismos oriundos do solo ou da agua, ao
invés de curar, podem potencializar os sintomas ou
serem responsaveis por novas doencgas
(RODRIGUES; GUEDES, 2006).

Portanto, os estudos cientificos tornam-se
fundamentais para maior conscientizacdo do uso
das plantas medicinais. A crescente utilizagdo das
plantas medicinais justifica a necessidade de
medidas que minimizem o impacto de sua
exploragdo nas reservas naturais, bem como a
producgéo de plantas de alta qualidade.

AS PLANTAS MEDICINAIS: AVANGOS,
PERSPECTIVAS E LIMITAGOES

Segundo Veiga-Junior (2008), apesar dos
grandes avangos observados na medicina moderna,
as plantas medicinais ainda desempenham
importante papel na saude mundial. No entanto,
alguns fatores podem comprometer o uso das
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plantas medicinais para propoésitos farmacéuticos,
como a heterogeneidade dos individuos, devido a
variabilidades genética e bioquimica e a dificuldade
de multiplicacao (PEREIRA, 2014).

Nas ultimas décadas tem-se constatado um
grande aumento no interesse pelo potencial
terapéutico das plantas medicinais e aromaticas,
sendo tal fato demonstrado pelos dados citados
anteriormente. Além disso, cerca de 50% das drogas
desenvolvidas entre 1981 e 2002 foram obtidas a
partir de produtos naturais ou analogos
semissintéticos ou, ainda, compostos sintéticos
baseados em produtos naturais (FRANCO et al.,
2007).

Nao obstante essa importancia das plantas
medicinais, Berg (1993) afirma que muitas espécies,
utilizadas por populagdes locais, ainda ndo foram
estudadas e nao tém identificados os seus principios
ativos, ndo sendo validadas como fitoterapicos. Com
a divulgacdo da Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS), realizada pelo Ministério da Saude,
contendo 71 espécies vegetais medicinais (BRASIL,
2009), esse quadro pode ser modificado,
considerando que a finalidade da relagéo é orientar
estudos e pesquisas com essas espécies para
subsidiar a elaboragéo da lista de plantas medicinais
disponibilizadas para a populagao (FILTER;
FREITAS; PERICO, 2014).

Levando em consideragao o valor das plantas
medicinais ndo apenas como recurso terapéutico,
mas também como fonte de renda para a agricultura
familiar, torna-se importante estabelecer linhas de
acéo voltadas ao desenvolvimento de técnicas de
manejo sustentavel ou cultivo, visando a utilizacao
destas espécies, aliada a manutencao do equilibrio
dos ecossistemas tropicais. Deve ser considerado,
ainda, que a producgao agricola esta sujeita a
restricdes devido as variagbes das condigdes
edafoclimaticas e que o teor de principios ativos, e
portanto, as propriedades terapéuticas e
condimentares, podem ser alteradas devido a
diversos fatores, como o método de secagem e
beneficiamento pés-colheita, época do ano e local de
cultivo (FONSECA et al., 2006), o que reflete o efeito
do meio ambiente sobre a producgéo dos principios
farmaco-ativos.

Os aspectos mais criticos na produgéo de
plantas medicinais para a utilizagéo terapéutica sao
a quantidade e a qualidade da matéria-prima vegetal.
Varios fatores climaticos afetam diretamente a
qualidade, a eficacia e a seguranga do produto final.
Para evitar tais problemas e o extrativismo
descontrolado, as industrias vém atuando no sentido

de aumentar a quantidade e melhorar a qualidade
dessa matéria-prima, através do cultivo de plantas
medicinais em larga escala. A produgdo massal de
plantas permite selecionar espécies com maior teor
de principios ativos, controlar pragas, ou ainda o que
é fundamental, evitar a contaminagéo por metais
pesados, inseticidas e outros fatores que podem
influenciar a eficacia, qualidade e seguranca clinica
dos medicamentos fitoterapicos (SIANI, 2003).

Portanto, torna-se imprescindivel a realizagédo
de estudos mais aprofundados de ambito
farmacologico, terapéutico e agronémico para o
cultivo em larga escala e a conservagdo destas
espécies. Além disso, segundo Lima e Gomes
(2014), o esclarecimento da populagdo dos
produtores e do setor regulatorio, quanto as nuances
referentes aos fitoterapicos e alimentos baseados
em espécies vegetais, é de extrema importancia
para a saude publica.

A MICROPROPAGAGAO: IMPORTANCIA E
FATORES A SEREM SUPERADOS NAS FASES
DO CULTIVO IN VITRO

As aplicagbes da biotecnologia na area
agricola e de plantas medicinais tém sido bastante
difundidas. A cultura de células e tecidos pode
resolver ou minimizar limitagdbes na multiplicacéo
sistematizada de plantas elites pelo processo de
micropropagacao. Além disso, pode ser empregada
na producgéo de metabdlitos secundarios que tenham
relevancia do ponto de vista terapéutico e que, por
algum tipo de impedimento, ndo s&o sintetizados
(PEREIRA et al.,, 2007). Nesta mesma linha de
pensamento, Sales (2015) afirma que, com o
incremento da procura de produtos naturais por parte
da sociedade, é de vital importédncia o
desenvolvimento e aplicagdo da biotecnologia no
melhoramento das plantas medicinais. Assim, a
otimizac&o de varias técnicas de micropropagacao e
o desenvolvimento de protocolos de melhoramento
das espécies com relevancia tornam-se
fundamentais.

Dentre as técnicas biotecnolbgicas, a
micropropagag¢ao de plantas tem sido aquela de
maior utilizagdo pratica. Ela representa uma
alternativa para a propagacao comercial de espécies
de interesse econbmico, entre as quais as
medicinais com valor farmacoldgico reconhecido.
Embora esta técnica ainda tenha um custo
relativamente elevado, a crescente demanda da
industria farmacéutica por plantas indexadas, livres
de virus, com alta qualidade fitossanitaria e
fisiologica, bem como com capacidade de sintese de
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metabolitos secundarios potencializada, por meio do
melhoramento genético, justificam a sua utilizacdo
(LIMA et al., 2007). Além disso, Rescarolli e Zaffari
(2009) consideram que a produgcdo massal de
plantas medicinais pode ser obtida através da
micropropagac¢ao de mudas com alta qualidade
genética e fitossanitaria, em curto espaco de tempo.
Varios estudos de micropropagacéao tém sido
realizados com diversas espécies. A técnica da
micropropagac¢ao vem sendo muito utilizada em
espécies florestais, frutiferas, ornamentais e
agricolas. Ja a utilizagdo em plantas medicinais pode
auxiliar no aumento de metabdlitos secundarios uteis
aos seres vivos de modo que as espécies possam
ser mais exploradas economicamente
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2010). Dentre as
espécies medicinais ja estudadas, visando
estabelecer protocolo de micropropagacao, pode-se
citar como exemplo: espinheira santa (Maytenus sp.)
(PEREIRAet al., 1995); curcuma (Curcuma zedoaria
Roscoe) (MELLO; AMARAL; MELO, 2000); babosa
[Aloe vera (L.) Burm.] (ARAUJO et al., 2002; BRITO,
2007); Lychnophora pinaster (SOUZA et al., 2003);
ginseng brasileiro [Pffafia glomerata (Spreng.)
Pedersen.] (SKREBSKY et al., 2004; PASSOS,
2015); vassourinha-branca (Polygala paniculata L.)
(NOGUEIRA et al., 2005); cipé-caatinga (Mikania
glomerata Sprengel) (TALEB-CONTINI et al., 2006);
Jatropha elliptica (CAMPOS et al., 2007); barbatimao
(Stryphnodendron barbatiman Mart.) (NICOLI et al.,
2008); erva cidreira (Melissa officinalis L.) (REIS et
al., 2008; PASSOS, 2015); aluma (Vernonia
condensata Beker) (VICENTE; ALMEIDA;
CARVALHO, 2009); aroeira da praia (Schinus
terebinthifolius Raddi) (PAIVA; ALOUFA, 2009);
bastdo do imperador [Etlingera elatior (Jack) R.M.
Sm.] (RESCAROLLI; ZAFFARI, 2009); poaia
[Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes] (GOMES et
al., 2009); boldo (Plectranthus neochilus Schiltr.)
(MOTA et al., 2010); gengibre (Zingiber officinale
Roscoe) (GIRARDI; PESCADOR, 2010); hyssopus
(Hyssopus officinalis L.) (DRAGOEVA; NANOVA,;
KALCHEVA, 2010); jurubeba (Solanum torvum Sw.)
(MOREIRA et al., 2010); quebra-pedra (Phyllanthus
tenellus Roxb.) (VICTORIO, et al., 2010); alcanfora
(Croton antisyphiliticus Mart.) (OLIVEIRA et al.,
2011); cara (Dioscorea multiflora Grised) (SOUZA, A.
2011); geranio (Pelargonium graveolens L.)
(ARRIGONI-BLANK et al., 2011); erva-mate (llex
paraguariensis Saint Hilaire) (HORBACH et al.,
2011); hortela-pimenta (Mentha x Piperita L.)
(ASMAR et al., 2011); lavanda (Lavandula
angustifolia) (MACHADO et al., 2011); menta
(Mentha x gracilis Sole) (GARLET; FLORES;

MESSCHMIDT, 2011); pata-de-vaca (Bauhinia
cheilantha) (GUTIERREZ, et al.,, 2011); velame
[Macrosyphonia velame (St. Hil.) Muell. Arg.]
(MARTINS et al., 2011); atroveran (Ocimum selloi
Benth.) (MONFORT et al., 2012); maracuja silvestre
(Passiflora foetida L.) (SOARES et al.,, 2012);
verbena (Verbena litoralis Kunth) (BRAGA et al.,
2012); malva (Malva sylvestris L.) (FILTER;
FREITAS; PERICO, 2014); sabia (Mimosa
caesalpiniifolia Benth) (BEZERRA, et al., 2014);
segurelha (Satureja hortensis L.) (NAVROSKY et al.,
2014); lippia (Lippia rotundifolia Cham) (RESENDE
et al.,, 2015); nim (Azadirachta indica A. Juss.)
(HOULLOU, etal., 2015) e quitoco [Pluchea sagittalis
(Lam.) Cabrera] (ROSSATO, CANTO-DOROW;
NICOLOSO, 2015). Entretanto, o sucesso da
micropropagacao pode ser influenciado por diversos
fatores. O gendtipo, o tipo e o tamanho do explante, o
meio de cultura e as doses de fitorreguladores sdo os
principais controladores da morfogénese in vitro
(MOREIRA-DIAS etal., 2001).

Estabelecimento in vitro

No desenvolvimento de protocolos de
micropropagacdao de uma dada espécie, €
necessario primeiro estabelecé-la in vitro. Porém,
algumas limitagbes especificas restringem o uso
extensivo do cultivo de tecidos vegetais in vitro. Um
dos maiores entraves esta na dificuldade de obter
tecidos livres de contaminagéo, principalmente por
bactérias, pois nem sempre se pode elimina-las com
o uso de antibi6ticos (PEREIRA; BOLIANI; FURLANI
JUNIOR, 2014). O uso de diferentes agentes
germicidas é fundamental para reducdo da
contaminacdo dos explantes durante o
estabelecimento in vitro, sendo que alguns produtos,
tais como etanol, perdxido de hidrogénio, cloreto de
mercurio, nitrato de prata e diversos antibiéticos tém
sido utilizados com esta finalidade (RIBEIRO;
TEIXEIRA 2008). Entretanto, o hipoclorito de sodio é
aquele de maior utilizagéo e tem apresentado alta
eficiéncia na descontaminagdo de superficies de
explantes, com relagdo a combinacgéo de bactérias e
fungos (EMMANUEL et al., 2004). A atividade
antimicrobiana do hipoclorito de sédio (NaOCI) tem
sido principalmente atribuida ao acido hipocloroso
(HOCI), cujo baixo peso molecular permite a
penetracdo na parede das células dos
microorganismos, provocando a morte destas (LEN
etal., 2002).

Algumas espécies apresentam outras
dificuldades, além da contaminacgdo, no
estabelecimento in vitro, tais como a oxidagéo (SATO
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et al., 2001). Neste sentido, varias substancias com
acdo germicida, antibidtica e antioxidante tém sido
utilizadas. Flores et al. (1998), em trabalho com
espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart.),
obtiveram baixo indice de oxidagdo mediante
desinfestacdo dos explantes em solugéo contendo
alcool 70% durante 15 segundos e solugéo de
hipoclorito de sédio 1% com duas gotas de
detergente durante 15 minutos. Em alecrim-pimenta
(Lippia sidoides Cham.) a contaminagéo e oxidagéo
dos explantes foi reduzida com a imersdo em
solucéo de hipoclorito de sddio a 0,8% durante 12 e
16 minutos, 200 mg L™ de cefotaxima sodicae 3,0g L
' de carvao ativado ou 0,5 g L' de PVP
(polivinilpirrolidona) (COSTA et al., 2007). Utilizando
segmentos nodais de urucum (Bixa orellana L.) e
ginkgo (Ginkgo biloba L.), Mantovani (2007)
conseguiu eliminar contaminantes fungicos dos
explantes ao desinfesta-los com solugcdes de
hipoclorito de sodio (10 minutos a 1,25%) e PPMTM
(Plant Preservative Mixture) (20 minutos a 20%).

O tipo de explante utilizado para
estabelecimento in vitro e a rapida regeneracao das
plantas medicinais, tem sido fundamental no
sucesso da micropropagacgédo. Diversas partes da
planta ja foram utilizadas com sucesso em espécies
medicinais, tais como segmentos nodais (CAMPOS
et al.,, 2007), hipocétilos (MURCH et al., 2000),
apices caulinares (SONIYA; DAS, 2002), discos
foliares (KOROCH et al., 2002) e embrides (GALLO-
MEAGHER; GREEN, 2002). Vale ressaltar que o
sucesso da micropropagacao, independentemente
do explante utilizado, esta sujeito ao efeito do
genotipo da planta-matriz na resposta aos estimulos
invitro (STEIN etal., 2009).

Caldas et al. (1998) reportam que os meios de
cultura mais usados no cultivo in vitro da maioria das
espécies sdo o meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) e 0 B5 (GAMBORG; MILLER; OJIMA, 1968).
Para Teixeira e Torres (1998), algumas modificagcbes
genotipo-especificas devem ser feitas, no chamado
meio basico, com a intengdo de otimizar
metodologias para o melhor desenvolvimento da
espécie estudada. Além disso, o adicionamento de
reguladores de crescimento, especialmente as
auxinas e citocininas, desempenham um papel muito
importante. As auxinas s&do geralmente utilizadas
quando o propésito for o alongamento celular, a
expansao dos tecidos e divisao celular (formacao de
calo), a formagédo de raizes e a embriogénese
somatica. As citocininas s&do frequentemente
utilizadas para estimular o crescimento e
desenvolvimento de brotagbes multiplas (GEORGE,
1993). A combinac¢do auxina x citocinina e o uso

isolado de citocinina tém sido muito importantes na
multiplicacao de brotos in vitro.

Multiplicagao in vitro

A inducgéo de brotacdes in vitro é estimulada
pela acao de reguladores vegetais, especificos ou
combinados, adicionados ao meio de cultura. As
citocininas tém se mostrado muito favoravel na fase
de multiplicacdo in vitro. Dentre estas, a 6-
benzilaminopurina (BAP) tem sido muito eficaz para
promover multiplicagdo de partes aéreas e inducao
de gemas adventicias em diversas espécies
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Entretanto, as
exigéncias nutricionais requeridas para o
crescimento de um tecido em condigbes in vitro
variam de espécie para espécie, de variedade para
variedade e até mesmo dentro da prépria planta,
necessitando-se otimizar os meios de cultura
(NAGAOetal., 1994).

Na micropropagacdo de ginseng brasileiro
[Pffafia glomerata (Spreng.) Pedersen.], Flores et al.
(2009) utilizando as citocininas BAP e Thidiazuron
(TDZ), desenvolveram um protocolo para a
multiplicacao desta espécie onde obtiveram, a partir
de um unico segmento nodal, 15.000 plantas dentro
de um periodo de seis meses. Ja Passos (2015)
estimou em 57.000 a obtencé&o de plantas a partir de
um segmento nodal, nesta mesma espécie,
utilizando apenas o BAP e realizando trés
subcultivos na fase de multiplicagéo in vitro.

Um fendbmeno que tem ocorrido e dificultado a
multiplicacdo in vitro de algumas plantas é a
vitrificagao. A vitrificagdo, segundo Torres, Caldas e
Buso (1999), refere-se a um propagulo quebradico,
provavelmente pela absorgdo excessiva de agua,
também denominado de hiperhidricidade. A
vitrificacdo é uma importante anomalia que tem
ocorrido no cultivo in vitro de plantas e vem
recebendo atencdo especial nos estudos com
cultura de tecidos vegetais. Ja foi observado que
existe uma interagdo simultadnea de diversos fatores
que provocam a hiperhidricidade, interferindo nas
principais vias metabolicas como fotossintese,
respiragao e transpiragdo. Uma relagcao entre
vitrificacao e a atividade de determinadas enzimas ja
foi diagnosticada. Em material vitrificado observa-se
diminuigdo na atividade das enzimas peroxidase e
CoA-ligase emrelagdo a planta normal (CUZZUOL et
al., 1995).

Diversos fatores tém sido atribuidos como
influenciadores da vitrificagéo, tais como o potencial
osmotico do meio de cultura (PASQUALETO et al.,
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1988), concentragcdo dos reguladores de
crescimento, especialmente a citocinina (LESHEM
et al., 1988), umidade e a concentragéo salina do
meio de cultura (DAGUIN; LETOUZE, 1986) e,
recentemente, demonstrou-se também que o agente
geleificante no meio de cultura pode influenciar na
vitrificacdo (BARBOSA et al., 2013). Evitar essa
vitrificacdo ou hiperhidricidade das brotagdes € de
fundamental importancia para assegurar o
enraizamento e posterior aclimatagdo das
brotagdes.

Enraizamento in vitro

A fase de enraizamento in vitro da espécie
medicinal de interesse é fundamental para posterior
aclimatizacao, conservacao in vitro ou
comercializagao das mudas produzidas. Trata-se de
uma das etapas que pode dificultar o
estabelecimento de um protocolo de
micropropagacéo. O desenvolvimento do sistema
radicular a partir da formacgao de raizes adventicias
em plantas propagadas vegetativamente in vitro ou
in vivo, € um processo de grande complexidade
envolvendo fatores endoégenos e exdgenos que
ainda nao estdo completamente elucidados
(SOUZA; PEREIRA, 2007). Visando induzir a
formacdo de raizes adventicias em plantas
medicinais, reguladores de crescimento,
especialmente auxinas, ja foram testados em
diversos trabalhos. Dentre esses, destacam-se o
acido clorogénico (LAMEIRA et al., 1997), o acido
naftalenoacético - ANA (SOUZA et al.,, 2004) e o
acido indolacético - AIA (DINIZ et al., 2006).
Entretanto, outros estudos tém demonstrado que o
uso de reguladores de crescimento nédo se faz
necessario (BERTOLUCCI etal., 2000).

A concentragéo dos sais minerais no meio de
cultura tem sido outro fator com importante papel no
enraizamento in vitro. Diluicdes das formulagbes
basicas dos meios de cultura tém sido muito
utilizadas para favorecer ao enraizamento. De modo
geral, o uso de meios menos concentrados tem
permitido melhores resultados no enraizamento in
vitro (LIMA, 2004). Para Mccown (1988), a alta
concentragéo de sais, que compdem o meio basico
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), mesmo em
presenca de auxinas, pode inibir o enraizamento in
vitro. Embora sejam muitas as variac¢des, de acordo
com a espécie e o sistema de enraizamento, as
diluicbes de 1/2 até 1/4 do meio de cultura MS sao
frequentemente utilizadas, possibilitando melhores
resultados para muitas espécies de plantas
(CENTELLAS etal., 1999; PASSOS, 2015).

Conservagao in vitro

Existem poucos relatos na literatura com
relacéo a conservacéo in vitro de plantas medicinais.
Camilo et al. (2009), estudando a conservagéo in
vitro de algodao-do-campo (Cochlospermum regium
(Schrank) Pilg.), concluiram que a temperatura de
20°C associada ao meio de cultura 2 WPM (LLOYD;
MCCOWN, 1980) é uma condicdo eficiente para a
manutencao e conservacao de plantas de C. regium
sob regime de crescimento minimo in vitro. E
importante salientar que as técnicas de cultura de
tecidos em plantas, em alguns casos, podem
representar a Unica estratégia para conservar estas
espécies fora do seu habitat, como no caso de
plantas com sementes recalcitrantes e de dificil
propagagao vegetativa por métodos convencionais
(ROCAetal., 1991; FERREIRA, 1998).

Aclimatagao

A etapa de aclimatagéo das plantas é aquela
que possibilita a adaptacao das plantas as condigdes
ambientais ap6s remogao das condigbes in vitro,
antes do transplante para o local definitivo. Este
processo, em alguns casos, acarreta baixo indice de
sobrevivéncia das mudas devido a baixa taxa
fotossintética, deixando o vegetal néao
completamente autotrofico (HOFFMANN, 2002).
Portanto, a baixa luminosidade e alta umidade
relativa nos frascos de cultura in vitro sao fatores que
dificultam o estabelecimento de condigdes
autotréficas normais para algumas espécies, quando
transferidas para aclimatizagao (PEDROTTI, 2001).
Para que as mudas tenham uma alta taxa de
sobrevivéncia na aclimatizagdo, é necessario que
estas produzam novas raizes em substratos, e que
estes possuam condigdes fisicas e nutricionais
adequadas. Além do mais, a planta devera
desenvolver mecanismos de controle de
transpiragdo e condutancia estomatica (DIAZ-
PEREZ et al.,1995), ativar o controle de perda de
agua pelas células (SUTTER, 1988) e aumentar a
taxa fotossintética em condi¢cdes de atmosfera mais
rica em CO, (VANTALGEN et al., 1992). Neste
sentido, também o substrato usado na etapa de
aclimatizacdo tem influéncia no processo de
enraizamento adventicio e qualidade destas, além
de ser fundamental na nutricdo e posterior
crescimento e desenvolvimento da nova planta
(SILVA; DEBIASI; PESCADOR, 2007).

Durante a etapa de aclimatacéo, o
armazenamento de carboidratos se torna necessario
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ja que participam de uma série de processos vitais,
como desenvolvimento de plantulas, diferenciacao
radicular e foliar, e senescéncia. Os carboidratos
também estdo envolvidos no processo que antecede
a divisao celular, possivelmente servindo como fonte
de energia para as células, ou fornecendo
esqueletos de carbono para a sintese de outros
compostos necessarios para a célula (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Neste sentido, Skrebsky et al.
(2004) observaram um maior crescimento de plantas
de ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) obtido pelo
aumento da disponibilidade de sacarose in vitro
(concentragdes entre 45 e 60 g L") e que,
independentemente do periodo de retirada das
plantas do cultivo in vitro, as mudas obtiveram
adequada aclimatizacdo apdés 30 dias. Na
aclimatagcdo de gengibre (Zingiber officinale
Roscoe), segundo Girardi e Pescador (2010), diante
do alto indice de sobrevivéncia para as plantas
aclimatadas e os teores mais elevados de agucares
soluveis totais e de reserva nas primeiras fases de
cultivo, recomenda-se a necessidade de um periodo
de aclimatagéo das plantas (visto que a manutencgéo
das mudas em casa de vegetacgéo por periodo maior
proporcionou 100% de sobrevivéncia), para garantir
que realizem melhor alocagéo de reservas.

A aclimatizacdo de Lippia rotundifolia Cham,
conforme Resende et al. (2015), foi realizada em
bandejas com substrato, revestidas com plastico
translicido e mantidas a sombra. As plantas foram
transferidas para casa de vegetagéo apos 15 dias e
transplantadas para canteiros apds 30 dias. Esses
autores avaliaram as plantas, em condi¢cbes de
campo, e constataram que os procedimentos do
cultivo in vifro ndo afetaram o desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo das plantas, o que confirma
o potencial da micropropagacéo para redugédo dos
riscos de extingdo dessa espécie.

CONSIDERAGAO FINAL

Diante das ponderacbes apresentadas fica
evidente a importancia da cultura de tecidos,
especialmente através da micropropagacédo, para
contribuir no desenvolvimento de programas de
produgdo de mudas de plantas medicinais, bem
como para possibilitar estudos farmacologicos que
contribuam para a identificagdo, o aumento e o
aprimoramento de utilizacdo de principios ativos.
N&o obstante, o desenvolvimento de protocolos de
micropropagacédo tem como requisito basico a
superacao de limitagdes nas diversas fases do
cultivo in vitro, que sdo dependentes de diversos
fatores e necessitam de investigacdes especificas

para supera-los em cada espécie vegetal em estudo.
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