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Introdução

Apesar da extensa utilização da
regeneração de plantas in vitro em

processos biotecnológicos, pouco se
conhece, até o momento, sobre os
mecanismos envolvidos na aquisição
de competência para regeneração.
Pode-se dizer que, virtualmente, todos
os processos tecnológicos são deriva-
ções de conhecimentos básicos adqui-

ridos nos mais variados campos da
ciência. A Biotecnologia Vegetal tem
seu corpo de conhecimentos ampla-
mente apoiado em estudos de Fisiolo-
gia e Genética Vegetal, e, mais espe-
cificamente, em uma de suas impor-
tantes subáreas � o Desenvolvimento.

O termo desenvolvimento refere-
se ao crescimento integrado das várias
partes de um ser pluricelular envol-
vendo basicamente, os processos de
divisão, expansão e diferenciação ce-
lular e a conseqüente formação de
tecidos, órgãos e sistemas. Plantas e
animais possuem notáveis diferenças
quanto ao tipo de desenvolvimento.
Enquanto praticamente todo o desen-
volvimento dos animais se processa
durante uma etapa denominada em-
briogênese, nas plantas essa etapa se
limita à formação de um eixo contendo
os meristemas caulinar e radicular em
pólos opostos. Por meio das atividades
desses meristemas, as plantas realizam
um desenvolvimento pós-embrioná-
rio, ou seja, continuam formando ór-
gãos (caules, raízes, folhas, flores e
frutos) ao longo de todo o seu ciclo de
vida. Esse tipo de desenvolvimento
constitui uma estratégia para que os
vegetais possam se adaptar às varia-
ções no ambiente, já que são organis-
mos sésseis e, portanto, não podem
utilizar a locomoção para buscar ambi-
entes favoráveis. Assim, quando um
vegetal encontra uma condição desfa-
vorável (p. ex: falta de luz) ele pode
lançar mão de seu desenvolvimento
flexível para formar novos órgãos (p.
ex: ramos e folhas) na direção em que
sua sobrevivência e reprodução fiquem
garantidas.

Uma das principais características
do desenvolvimento pós-embrionário
dos vegetais é justamente a separação
temporal entre os processos de embri-
ogênese e organogênese. Como se

Figura 1. Adaptação do modelo de Tran Thanh Van (1973) para o
entendimento da determinação celular. Explantes retirados de regiões
reprodutivas estão �induzidos� e �determinados� para originar botões
florais, e explantes retirados de regiões vegetativas originam gemas
caulinares quando cultivados in vitro

Fotos e ilustrações cedidas pelo autor
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verá adiante, a separação temporal
entre embriogênese e organogênese
torna-se relevante quando se procura
regenerar plantas in vitro, pois o que
se faz nada mais é do que tentar
reproduzir essas duas etapas em con-
dições artificiais. Sendo assim, como o
meristema caulinar pode dar origem a
um novo ramo e, nesse, novas raízes
podem ser induzidas, é relativamente
fácil obter uma multiplicação clonal
em plantas. Já nos animais, a propaga-
ção clonal é muito rara e em condições
artificiais só é possível através de um
controle estrito da embriogênese. Como
conseqüência, enquanto as plantas são
clonadas, desde tempos imemoriais,
por processos muitos simples como a
estaquia e a enxertia, a clonagem de
animais é extremamente difícil e, no
caso de mamíferos, só foi obtida recen-
temente por ocasião do nascimento da
ovelha Dolly (Wilnut et al., 1997).

O controle hormonal do
desenvolvimento de

caules e raízes

Assim como nos animais, o desen-
volvimento das plantas é fundamen-
talmente controlado por substâncias
reguladoras de crescimento ou hormô-
nios. Desse modo, apesar de as desco-
bertas feitas até a década de 30, prin-
cipalmente no campo da nutrição mi-
neral, terem possibilitado o crescimen-
to de órgãos isolados in vitro (White,
1934), a indução deles em condições
artificiais só foi possível a partir de um
conhecimento mais aprofundado acer-

ca da natureza dos hormônios vege-
tais.

Durante a década de 50, a equipe
do Dr. Folk Skoog fez descobertas que
foram fundamentais para a indução e
manutenção da organogênese in vi-
tro. Naquela época já se conhecia o
ácido indolil-3-acético (AIA), uma au-
xina isolada em 1934. O AIA era utili-
zado em meios nutritivos juntamente
com constituintes complexos, como
extrato de levedura e água de coco, os
quais pareciam conter algo também
essencial à organogênese. Essa subs-
tância essencial para a divisão celular
foi finalmente isolada por Carlos Miller
em 1955 e denominada citocinina. A
chamada citocinina, assim denomina-
da por promover, juntamente com a
auxina, a citocinese, propiciou, final-
mente, as bases da organogênese in
vitro. Desse modo, em 1957, Carlos
Miller e Skoog demonstraram que a
formação de dois órgãos in vitro, cau-
les e raízes, era controlada pelas con-
centrações relativas entre auxina e
citocinina. Meios de cultura contendo
um balanço auxina/ citocinina favorá-
vel à auxina promoveram a formação
de raízes em calo (um aglomerado de
células) de tabaco (Nicotiana taba-
cum). De modo inverso, balanços hor-
monais favoráveis à citocinina fizeram
com que fossem formadas gemas cau-
linares. Finalmente, balanços hormo-
nais intermediários não levaram a uma
diferenciação das células e sim a uma
maior multiplicação delas e conseqüen-
te crescimento do calo (Skoog & Miller,
1957). Apesar desses resultados terem

sido obtidos ainda na década de 50,
eles são plenamente corroborados em
trabalhos mais recentes, onde se altera
o conteúdo endógeno de auxina e
citocininas em plantas transgênicas ex-
pressando genes bacterianos para pro-
dução desses hormônios. A exemplo
disso, plantas de tabaco expressando o
gene ipt de Agrobacterium tumefaci-
ens possuem elevado nível endógeno
de citocininas e a conseqüente intensa
formação de gemas caulinares ex vitro
e in vitro. De modo inverso, a expres-
são dos genes bacterianos iaaH e iaaM,
envolvidos na biossíntese de auxina,
provoca ampla formação de raízes em
plantas transgênicas. Surpreendente-
mente, quando se cruzam os dois tipos
de transgênicos, o híbrido F1 tende a
apresentar fenótipo igual ao tipo não
transgênico. Esses estudos confirmam
os resultados de Skoog e Miller (1957),
os quais postularam que as concentra-
ções absolutas de auxina e citocininas
são menos importantes que suas con-
centrações relativas na indução de or-
ganogênese.

Diferenças entre organogênese
e embriogênese in vitro e tipos

de organogênese

Como dito anteriormente, o desen-
volvimento das plantas é dividido en-
tre organogênese e embriogênese,
sendo que essa característica se reflete
no processo de regeneração in vitro.

A princípio, a formação de embri-
ões a partir de tecidos somáticos in
vitro imita a embriogênese zigótica,
que ocorre nos órgãos reprodutivos
das plantas. Desse modo, tanto a em-
briogênese somática quanto a zigótica
culminam na formação de uma planta
inteira a partir de uma única célula.
Contudo, em certos explantes, os
embriões somáticos formam-se a partir
da diferenciação conjunta de grupos
de células embriogênicas (Williams &
Maheswaran, 1986). Como a organo-
gênese normalmente envolve a rege-
neração de gemas a partir de grupos
de células meristemáticas, há casos em
que é difícil determinar se o processo
de regeneração envolve organogêne-
se ou embriogênese. Alguns critérios
para a determinação do tipo de rege-
neração são apresentados a seguir:

I. os embriões somáticos pos-
suem sistema vascular fe-
chado sem conexão com o

Figura 2. Exemplo de mutação homeótica em vegetais. A rosa da direita é o
resultado de uma mutação homeótica (transformação de um órgão em outro),
onde os estames se converteram em pétalas. As diferenças na coloração
representam mutações em genes relacionados com a síntese de pigmentos
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sistema vascular do explan-
te inicial, como ocorre na
organogênese;

II.a estrutura formada na em-
briogênese é bipolar (eixo
com os meristemas caulina-
res e radiculares). Na orga-
nogênese são formadas ge-
mas caulinares que, mais
tarde, darão origem a raízes
adventícias.

Nos dois processos de regenera-
ção, há necessidade do estabelecimen-
to de células competentes no explan-
te inicial. Tanto as células meristemáti-
cas, que darão origem às gemas cauli-
nares, quanto as células embriogênicas

podem se formar posteriormente ou
podem estar preexistentes no explan-
te. No caso do explante já possuir
células meristemáticas ou embriogêni-
cas, ocorrerá organogênese direta e
embriogênese direta, respectivamen-
te. Quando há necessidade de desdife-
renciação do explante, com a conse-
qüente formação de calo prévia ao
estabelecimento das células compe-
tentes, ocorrerá organogênese ou em-
briogênese indireta. Por simplificação,
a seguir iremos considerar somente o
processo de organogênese in vitro
(Consultar a Revista Biotecnologia Ed.
7 para mais informações sobre embri-
ogênese somática).

O processo de indução e manu-
tenção da organogênese in vitro

A obtenção de organogênese in
vitro é atualmente um processo empí-
rico onde são testados para cada espé-
cie, ou mesmo para cada variedade
dentro de uma espécie, as seguintes
condições: I) fonte de explante; II)
composição mineral do meio de cultu-
ra (e também suas vitaminas e fontes
de carbono); III) balanço hormonal e
IV) condições ambientais.

Embora seja um processo empíri-
co, o desenvolvimento de um proto-
colo para organogênese in vitro será
facilitado, e, inclusive, o número de
variáveis a serem testadas diminuirá,
se forem seguidos alguns princípios e
conhecimentos fisiológicos. Desse
modo, quanto à fonte de explante,

normalmente haverá maior sucesso se
forem utilizados tecidos jovens, os quais
possuem maior competência organo-
genética. Explantes que contém teci-
dos meristemáticos são preferidos e
eles são encontrados em gemas cauli-
nares apicais e axilares. Uma ampla
fonte de tecidos meristemáticos, nor-
malmente negligenciada, são as raízes,
as quais possuem tecidos meristemáti-
cos nos ápices, além de o próprio
periciclo ser um tecido meristemático.
O fato de as raízes estarem em contato
com o solo torna impraticável sua de-
sinfestação, sendo elas utilizadas so-
mente a partir de plantas preestabele-
cidas in vitro. Outro fator limitante é
que algumas espécies parece ter raí-
zes com extrema determinação para
continuarem se desenvolvendo como
raízes, sendo difícil nelas a formação de

gemas caulinares.
Diferenças significativas na capaci-

dade organogenética in vitro são en-
contradas ao se variar a composição
mineral, as vitaminas e as fontes de
açúcares dos meios de cultura. Contu-
do, os componentes mais críticos adi-
cionados ao meio de cultura são os
hormônios vegetais. Como foi visto
anteriormente, os principais hormôni-
os utilizados na organogênese são as
auxinas e as citocininas. Outras classes
de hormônios vegetais, como as gibe-
relinas, o etileno e o ácido abscísico ou
mesmo substâncias que não sejam pro-
priamente hormônios, como poliami-
nas, ácido salicílico e jasmonatos tam-
bém são, muitas vezes, utilizados em
processos de regeneração por organo-
gênese. Existe considerável número
de evidências de que o efeito dessas
substâncias é indireto, através da alte-
ração do balanço auxina/citocinina
endógeno. O próprio efeito das auxi-
nas e das citocininas aplicadas ao meio
de cultura parece ser, na verdade, o
reflexo dessas substâncias alterando os
balanços endógenos de auxina/citoci-
ninas nas células vegetais (Peres et al.,
1999). Esse efeito indireto é, inclusive,
muito comum quando se utilizam auxi-
nas sintéticas, como o 2,4 D (ácido 2,4
diclorofenoxiacético), o ANA (ácido
naftaleno acético), ou citocininas sinté-
ticas como a benzilaminopurina (BAP),
a cinetina e, sobretudo o thidiazuron.
Essa última �citocinina� não possui a
estrutura comum das citocininas, sen-
do um difeniluréia ao invés de possuir
um anel purínico característico do BAP,
da cinetina, da isopentenil adenina (iP)
e da zeatina (Z). Trabalhos realizados
por Van Staden e também por David
Letham fornecem evidências de que o
thidiazuron pode atuar inibindo a enzi-
ma citocinina oxidase, a principal enzi-
ma envolvida na degradação de citoci-
ninas endógenas como Z, iP e seus
derivados.

Finalmente, as condições ambien-
tais influenciam notavelmente a orga-
nogênese in vitro. Normalmente as
salas de cultivo são mantidas em tem-
peratura ambiente (25° C), sendo a luz
o fator ambiental que parece mais
afetar a organogênese. Muitos proto-
colos de regeneração são conduzidos
no escuro, sobretudo para evitar a
oxidação do explante na fase de esta-
belecimento. Esse procedimento se
baseia no fato de a enzima chave da

Figura 3. Diferenças genéticas quanto à capacidade de regeneração em
espécies de Lycopersicon. A � raiz gemífera de L. hirsutum. A capacidade de
formar gemas caulinares em raízes ex vitro se reflete na competência para
regeneração in vitro a partir desse tipo de explante (Peres et al., 2001). B �
Elevada capacidade de regeneração de L. pimpinellifolium WV700 a partir
de explantes caulinares, a qual é controlada por dois genes principais (Faria
& Illg, 1996)
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produção de compostos fenólicos, a
fenilalaninamonioliase, ser dependen-
te da luz. A luz afeta a morfogênese de
modo mediado por fotoreceptores
como o fitocromo. Um experimento
que evidencia a relevância da fotomor-
fogênese na organogênese in vitro é a
constatação de que o mutante aurea
de tomateiro, o qual é defectivo para o
gene que codifica uma enzima na
formação do cromóforo do fitocromo,
praticamente não forma gemas in vi-
tro (Lercari et al., 1999).

Apesar de serem seguidos princípi-
os básicos e de se testarem empirica-
mente diversos parâmetros, muitas ve-
zes não se consegue a organogênese
in vitro. Os fatores associados a esse
insucesso serão discutidos a seguir.

Fatores associados à falha na
indução de organogênese

in vitro

Christianson & Warnick dividiram o
processo de organogênese in vitro nas
seguintes etapas: 1) desdiferenciação;
2) aquisição de competência; 3) indu-
ção; 4) determinação; 5) diferenciação
e 6) formação do órgão (Christianson &
Warnick, 1988). Essa divisão do pro-
cesso em etapas permitiu a esses auto-
res postularem que, quando um ex-
plante falha em desenvolver organo-
gênese in vitro, essa falha se dá nor-
malmente na etapa de aquisição de
competência. Contudo, pouco se co-
nhece, até o momento, sobre os meca-
nismos envolvidos na aquisição de
competência para organogênese (Ker-
bauy, 1999).

A aquisição de competência para
organogênese

No processo de organogênese, a
competência seria entendida como a
capacidade de responder ao estímulo
hormonal necessário à indução da for-
mação do órgão. A falha de competên-
cia de um tecido poderia refletir, por-
tanto, a falta de receptores para a
classe hormonal que irá induzir o pro-
cesso organogenético (Carry et al.,
2001). Os recentes estudos relaciona-
dos com o isolamento de genes corres-
pondentes a receptores, principalmen-
te de citocininas (Inoue et al., 2000),
certamente contribuirão para um me-
lhor entendimento do processo de
aquisição de competência organoge-

nética.
Um outro fator associa-

do à falta de competência
organogenética seria o pró-
prio metabolismo hormonal
do explante, pois é ele que
determinará, em última aná-
lise, o balanço hormonal en-
dógeno para indução da or-
ganogênese (Peres & Ker-
bauy, 1999). Desse modo,
explantes com alta ativida-
de de citocinina oxidase,
enzima que degrada citoci-
ninas, podem não chegar a
um balanço auxina/citocini-
na endógeno indutor da for-
mação de gemas, mesmo
que sejam adicionadas ele-
vadas concentrações de ci-
tocininas ao meio de cultu-
ra. De modo semelhante,
explantes com elevada ati-
vidade de degradação oxi-
dativa ou de inativação de
auxina por conjugação com
açúcares e aminoácidos po-
dem falhar na indução de
raízes adventícias. O efeito
diferencial dos vários tipos
de auxinas e citocininas
quando aplicados ao meio
de cultura pode ser também
correlacionado com o fato
de cada um deles interferir
de modo particular no me-
tabolismo hormonal endó-
geno.

Finalmente, explantes
comprometidos para vias
particulares de desenvolvi-
mento (elevada determina-
ção para formar um órgão
específico) podem falhar na alteração
dessa via para assumir uma outra. Um
estudo clássico sobre determinação
celular foi apresentado por Mary Tran
Thanh Van ao demonstrar que explan-
tes epidérmicos de pedúnculo floral
de tabaco tendem a formar novas flo-
res in vitro (Tran Thanh Van, 1973;
Fig. 1). De modo geral, pode-se dizer
que, quanto maior for a determinação
de um explante para uma via de de-
senvolvimento (por exemplo, a for-
mação de raízes) menor será a compe-
tência para formar outro tipo de órgão
(por exemplo, gemas caulinares). Um
exemplo de tecido com baixa deter-
minação e elevada competência tanto
para formação de raízes quanto de

gemas caulinares é o calo. O calo é
considerado um tecido indiferenciado,
ou pouco diferenciado, podendo ser
induzido, tornando-se determinado e,
finalmente sofrer diferenciação para
formar gemas caulinares ou raízes, con-
forme o balanço hormonal aplicado
(Skoog & Miller, 1957). Tanto a aquisi-
ção de �competência� quanto a �deter-
minação� são reflexos da expressão
diferencial de genes envolvidos nos
processos de desenvolvimento. Resta
saber, portanto, que tipo de genes
seriam esses.

 Genes envolvidos na capacida-
de de regeneração in vitro

Figura 4. Reinterpretação da hipótese
proposta por Christianson & Warnick (1988)
para o entendimento da competência
organogenética. Os possíveis estágios onde
atuariam diferentes genes que influenciam a
regeneração são indicados em vermelho. Os
�genes de sensibilidade� seriam aqueles
envolvidos na percepção (codificação de
receptores) e transdução do sinal para auxinas
(AIA, 2,4D) e citocininas (Cks). Os genes de
metabolismo hormonal (que codificam enzimas
de biossíntese e/ou degradação de hormônios)
são os responsáveis pelo estabelecimento de
um balanço hormonal endógeno necessário
para a regeneração. Genes homeóticos
controlam a formação de órgãos e, portanto,
podem estar associados à regeneração de
novas gemas caulinares ou raízes. A expressão
desfavorável de qualquer uma dessas classes
de genes seria suficiente para impedir a
regeneração de um determinado explante
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Como visto acima, a regeneração
de um explante depende tanto da
sensibilidade quanto do metabolismo
para uma determinada classe hormo-
nal. Desse modo, genes associados à
capacidade de regeneração poderi-
am ser os próprios genes que codifi-
cam componentes da via de transdu-
ção de sinal ou as enzimas do metabo-
lismo hormonal. Além disso, para que
um tecido se diferencie em um deter-
minado órgão, faz-se necessário que
ele possua a capacidade de expres-
são dos chamados �genes mestres�,
que coordenam a expressão dos vári-
os genes que serão requeridos duran-
te a organogênese. Nesse sentido,
explantes que falham em formar um
determinado órgão in vitro, por esta-
rem �determinados�, podem ter per-
dido a capacidade de expressão de
�genes mestres� durante um proces-
so intenso de diferenciação sofrido
anteriormente. Um exemplo de gene
mestre que pode estar relacionado
com a capacidade de regeneração é
KNOTTED1 (Smith et. al., 1995), o
qual se expressa em caules, mas não
em explantes radiculares. O gene
KNOTTED1 é considerado um gene
homeótico, uma classe de genes que,
ao sofrerem mutação, podem provo-
car a formação de órgãos em locais
não convencionais. O primeiro gene
homeótico descoberto foi ANTENNA-
PEDIA, um gene da mosca Drosophi-
la, cuja mutação provoca formação de
pernas na cabeça no lugar das ante-
nas. Em plantas, uma mutação equi-
valente é a transformação de estames
em pétalas, produzindo as conheci-
das rosas dobradas (Fig 2).

É interessante notar que em certas
espécies existem diferenças na capa-
cidade de regeneração in vitro que
são controladas por poucos genes.
Um modelo promissor é o tomateiro
(Lycopersicon esculentum), cuja alta
capacidade de regeneração de algu-
mas espécies selvagens (Fig. 3) pare-
ce ser controlada por um ou dois
genes dominantes (Koornnef et al.,
1993; Faria & Ilgg, 1996; Peres et al.,
2001). Infelizmente, ainda não temos
informações acerca da função de tais
genes. Contudo, diante do exposto
acima, é razoável especular que esses
�genes de regeneração� podem ser
�genes mestres� ou mesmo estar rela-
cionados com a presença de recepto-
res para hormônios vegetais e/ou

podem codificar alguma enzima cha-
ve no metabolismo hormonal. Os
possíveis locais onde os genes relaci-
onados com a regeneração in vitro
poderiam atuar são apresentados na
Figura 4, adaptando-se o esquema
proposto originalmente por Christi-
anson & Warnick (1988). No futuro, o
conhecimento aprofundado sobre a
sensibilidade, o metabolismo hormo-
nal e seu efeito na indução e/ou
repressão de genes mestres que con-
trolam a formação de gemas caulina-
res e raízes facilitará o entendimento
da organogênese in vitro e suas apli-
cações biotecnológicas.
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