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INTRODUÇÃO 
 

Sistemas avançados de cultivos e regeneração de plantas in vitro são alvos atuais de 
atenção por pesquisadores de todo o mundo. O fato é que os estudos e as aplicações da 
morfogênese in vitro de plantas oferecem oportunidades e inúmeras aplicações na biologia, 
botânica, bioquímica, propagação e melhoramento de plantas (Phillips, 2004). Os resultados 
buscados relacionam-se, principalmente, a identificação das rotas de controle da 
morfogênese in vitro e a otimização de protocolos regenerativos para cada espécie-alvo. O 
domínio e controle das rotas da morfogênese para cada recurso genético vegetal 
micropropagado é requisito fundamental para superar as dificuldades referentes à melhoria 
dos protocolos regenerativos in vitro. 

Entre os avanços recentes nesta área citam-se o desenvolvimento das tecnologias 
de sementes sintéticas (SS) e de unidades encapsuláveis (UE). O emprego destes sistemas 
baseados na geleificação ionotrópica do alginato de sódio por sais de cálcio, ou 
encapsulamento em matriz de geleificação, em plantas é considerado como um dos 
avanços significativos para as técnicas de micropropagação. Estas técnicas são importantes 
também para a conservação in vitro de germoplasma.  

Inicialmente, as pesquisas nesta área se concentravam no emprego de embriões 
somáticos (ES) para o desenvolvimento da técnica de semente sintética. Posteriormente 
passou-se a empregar propágulos não embriogênicos tais como ápices caulinares, 
segmentos nodais e outros (Pattnaik & Chand, 2000). Independentemente da técnica 
empregada um de seus objetivos é a superação dos problemas relacionados com a 
fragilidade dos propágulos, permitindo a semeadura ou transplante mecanizado (Mamiya & 
Sakamoto, 2001).  

A tecnologia de sementes sintéticas foi empregada pioneiramente no Brasil no 
Laboratório de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal do Departamento de 
Fitotecnia do CCA/UFSC com o encapsulamento de embriões somáticos de Feijoa 
sellowiana (Guerra et al., 2001; Dal Vesco et al., 2005 e Cangahuala-Inocente et al., 2007). 
A tecnologia de unidades encapsuláveis foi inicialmente empregada em microbrotos da 
bananeira cv Grand Naine (Sandoval-Yugar, 2002) e de bromélias (Rech Filho, 2004). Estas 
técnicas são de uso restrito e recente no Brasil, principalmente, quando associadas 
semeaduras diretamente em substratos em condições ex vitro. 

Sementes Sintéticas 
No início da década de 70 T. Murashige já havia formulado o conceito de semente 

sintética, mas somente o apresentou formalmente em 1977 num simpósio sobre cultura de 
tecidos, realizado na Bélgica. Em 1986, foi organizado o primeiro simpósio sobre sementes 
sintéticas, em Davis na Califórnia, EUA, para esta tecnologia envolvendo discussões sobre o 
controle da maturação dos embriões zigótigos e embriões somáticos, produção em sistemas 
de biorreatores, encapsulamento e desidratação dos ES (Redenbaugh et al., 1988). 

Dentre os métodos para a produção de sementes sintéticas, o mais empregado é a 
geleificação ionotrópica do alginato com íons cálcio, a qual se baseia no princípio de que o 
alginato de sódio complexado com um cátion bivalente forma alginato de cálcio, pela ligação 
iônica do cálcio ao grupo carboxílico do ácido gulurônico do alginato (Gray et al., 1987). A 



tecnologia de aplicação da cápsula de hidrogel foi desenvolvida inicialmente por 
Redenbaugh et al. (1984) onde se descobriu que o alginato de sódio podia ser usado como 
matriz de geleificação para a produção de sementes sintéticas. Estes autores identificaram 
que os hidrogéis formados pelo alginato de sódio ou de potássio e complexados em CaCl2 
podiam ser empregados para a confecção das cápsulas.  

O alginato de sódio é um produto extraído de algas marinhas marrons da classe 
Phaeophyceae. Atualmente, este composto tornou-se o principal gel para o encapsulamento 
devido as suas propriedades geleificantes, baixo custo, facilidade de uso, geleifica em 
temperatura ambiente e ausência de toxicidade. A partir disto, surgiram inúmeros estudos 
com esta tecnologia, incluindo o controle da maturação dos embriões zigóticos e somáticos, 
a produções de embriões em biorreatores, o encapsulamento e a desidratação dos 
embriões somáticos (Gray et al., 1987). 

Semente sintética ou artificial é definida como um embrião somático, dessecado ou 
não, e encapsulado com ou sem um endosperma sintético, contendo nutrientes e, 
eventualmente, reguladores de crescimento e compostos antimicrobianos (Nieves et al., 
1998). Assim, uma semente sintética apresenta estruturas análogas à semente verdadeira 
ou botânica, e consiste de um embrião somático envolto por uma ou mais camadas de 
compostos artificiais. Esta cápsula tem como finalidade a proteção do embrião somático 
contra danos mecânicos durante a armazenagem, transporte e semeadura diretamente em 
substratos (Gray & Purohit, 1991; Onishi et al., 1994). O alginato de sódio é um composto 
que apresenta boas características para o encapsulamento uma vez que possui boas 
propriedades geleificantes, é de baixo custo e apresenta facilidade de uso e ausência de 
toxicidade (Guerra et al., 1998). A definição original de semente sintética, dada por T. 
Murashige, foi a partir de um único embrião somático encapsulado, o qual poderia ser 
manipulado como uma semente verdadeira, permitindo desta forma o transporte, o 
armazenamento e a semeadura em ambiente in vivo ou, ex vitro e finalmente, desenvolver 
converte estas cápsulas em plantas completas. No entanto, esta definição limitou-se ao 
emprego de ES, que são propágulos bipolares regenerados a partir da embriogênese 
somática e contidos em uma cápsula que permitiria a manipulação e a semeadura direta 
(Standardi & Piccioni, 1998).  

A tecnologia de sementes sintéticas surgiu como uma ferramenta promissora no 
micropropagação de plantas, tendo em vista sua eficácia e potencial de redução de custos 
(Pattnaik & Chand, 2000). A consolidação de protocolos onde os fatores de economia e 
tempo estão diretamente ligados ao sucesso da produção em escala de propágulos tem sido 
alvo de vários estudos (Redenbaugh et al., 1984, 1988, Gray et al., 1987; Onishi et al., 1992; 
Onishi et al., 1994; Sakamoto et al., 1995; Guerra et al., 2001, Dal Vesco et al., 2005, Singh 
et al., 2006, Cangahuala-Inocente et al., 2007 e Mallón et al., 2007). Os mais bem sucedidos 
casos de produção de semente sintética e regeneração de plantas já foram documentados 
para as mais diversas espécies de cereais, hortaliças, frutíferas, ornamentais, aromáticas e 
coníferas (Pattnaik & Chand, 2000). 

A produção de sementes sintéticas apresenta uma série de atributos favoráveis: a) 
baixo custo em produções de grandes volumes associado ao uso de biorreatores em 
pequenas áreas e em curto espaço de tempo; b) mantém a fidelidade clonal; c) permite o 
armazenamento; d) permite a semeadura direta a campo, sem aclimatização; e) reduz o 
custo baixo custo por planta uma vez que podem ser eliminadas as etapas de sementeira e 
viveiros (Redenbaugh et al., 1988; Gray et al., 1995; Guerra et al., 1998). 

A indução de culturas embriogênicas de alta freqüência (Figura 1) é rotineiramente 
obtida na fruteira nativa goiabeira-serrana (Acca sellowiana, syn. Feijoa sellowiana, 
Myrtaceae) no LFDGV/FIT/CCA/UFSC (Dal Vesco et al., 2005, Cangahuala-Inocente et al., 
2007). O uso de uma solução de alginato de sódio (1-3%) complexado em CaCl2 (50-100 
mM) resulta na formação de cápsulas consistentes e um tratamento posterior com KNO3 
(100-200 mM) permite a abertura da cápsula e a sua conversão em plântula completa 
(Figura 1d-f). A utilização de um endosperma artificial pode melhorar a taxa de conversão 
em plântulas (Cangahuala-Inocente et al., 2007)  

 



Unidades encapsuláveis  
O estabelecimento do conceito de unidade encapsulável foi inicialmente relatado por 

Onishi et al. (1992) abrangendo o sistema de produção de semente sintética a partir de 
embriões de aipo encapsulados e a habilidade de conversão em condições não estéreis. 
Posteriormente, Sakamoto et al. (1995) definiu esta técnica relacionada ao emprego de 
qualquer propágulo capaz de ser convertido em plântulas normais. Uma característica 
importante no conceito de UE é de que os propágulos devem apresentar tamanho no limite 
do encapsulamento (até 8 mm), possuir vigorosa habilidade de conversão em condições 
ambientais normais e apresentar tolerância contra o estresse na manipulação dos 
propágulos (Onishi et al., 1992; Sakamoto et al., 1995).  

 

 
 

Fonte: Dal Vesco et al. (2005). 
 

Figura 1. Embriogênese somática e produção de sementes sintéticas (SS) de F. sellowiana: 
a) indução em alta freqüência (barra 1.1mm), b) Embriões somáticos (ES) nos 
estádios torpedo (T) e pré-cotiledonar (PCT) revelam maiores taxas de conversão 
quando comparados com os ES encapsulados no estádio cotiledonar (CT) (barra 
1.1mm); c) Embriões somáticos pré-germinados em meio de cultura LPm + BAP 
(0,5 µM) e GA3 (0,1 µM) (barra 2.6mm) encapsulados em solução de alginato de 
sódio (1%) com CaCl2 (100mM), suplementado com endosperma sintético 
constituído por sais da formulação LPm (meia-força) + GA3 (0.05 µM) + Kin (0.5 
µM) + Caseina hidrolisada (500 mg/l) + Vitaminas de Morel (Morel & Vetmore, 
1951) e; d) A imersão da cápsula em solução de KNO3 (200 mM) resulta na 
descomplexação, abertura da cápsula e conversão dos ES em plântulas (barra 
1.3mm); e) Cápsulas imersas em água mantém consistência firme, sendo 
necessário a emissão da radícula (ver detalhe - setas) para o rompimento da 
cápsula (barra 2.6mm); f) Mudas aclimatizadas transferidas para vasos e mantidas 
em fitotron mostrando excelente vigor (barra 3.1cm). 

 
Um dos primeiros trabalhos publicados e que apontou com sucesso o uso da técnica 

de encapsulamento de gemas axilares foi relatado por Bapat et al. (1987) a partir de 
segmentos de brotos de amora (Morus indica) cultivados in vitro. Com esta mesma espécie 



Bapat & Rao (1990) incorporaram na matriz de alginato diferentes fungicidas e trabalharam 
sob condições não assépticas. O uso de protetores na matriz da cápsula é fundamental para 
aumentar a taxa de conversão das gemas em brotos.  

A unidade encapsulável (UE) é uma derivação do tema semente sintética, cujo 
princípio fundamental é ter alta capacidade conversão ou de retomada do crescimento, o 
que significa romper a cápsula e formar uma planta completa (Mamiya & Sakamoto, 2001). 
O uso desta técnica apresenta vantagens porque permite o estabelecimento de pequenos 
propágulos diretamente em substratos, nas condições ex vitro em casa de vegetação, 
telados ou a campo, em estágios mais precoces do que nos outros sistemas de 
micropropagação (Piccioni & Standardi, 1995, Sakamoto et al., 1995). Desta forma é 
possível a aclimatização e o crescimento inicial diretamente em substratos ou com 
adaptações para suportar as condições de campo, bem como o armazenamento e 
transporte dos propágulos com alta viabilidade (Piccioni & Standardi, 1995; Standardi & 
Piccioni, 1998). Porém, uma das maiores dificuldades desta técnica, segundo vários 
autores, é o estabelecimento de protocolos que possibilitam encapsular brotos derivados de 
sistemas organogenéticos in vitro e que apresentam capacidade de sobreviver em 
condições de ambiente não estéril. As fontes de explantes utilizadas com maior freqüência 
são segmentos de brotos contendo o meristema apical, eixos caulinares unipolares ou 
segmentos nodais, geralmente obtidos a partir de culturas estabelecidas in vitro (Sarkar & 
Naik, 1998, Singh et al., 2006). As aplicações desta tecnologia permitem a consolidação 
protocolos em biofábricas onde os fatores economia e tempo está diretamente ligado ao 
sucesso da produção de mudas em escala comercial (Standardi & Piccioni, 1998, Singh et 
al., 2006). Esta tecnologia permite ainda a eliminação de etapas da cultura in vitro por 
possibilitar o enraizamento em condições ex vitro (Singh et al., 2006).  

O uso de propágulos unipolares derivados das culturas in vitro, especialmente em 
espécies micropropagadas por outras rotas morfogenéticas que não a embriogênese 
somática foi abordada por Standardi e Piccioni (1998). Para estes autores três tipos de 
propágulos podem ser utilizados: 1) Propágulo unipolar natural, que são os microbulbos, 
microtubérculos, microbrotos e rizomas; 2) Segmentos de brotos, ou micro-estacas, que são 
os segmentos nodais contendo a gema apical ou axilar e; 3) Propágulos diferenciais, que 
são os tecidos e órgãos imaturos, tais como os meristemóides, agregados de células e 
primórdios de gemas. Todas estas estruturas, também podem ser consideradas como UE 
quando apresenta tamanho adequado para manipulação, viabilidade de conservação e de 
conversão em planta completa.  

Alguns trabalhos indicam que as condições de cultivo que antecedem ao 
encapsulamento ou a transferência para in vivo afetam a eficiência da técnica. Em UE de 
aipo, a percentagem de conversão foi de 25% em casa de vegetação e de 45% quando a 
atmosfera do biorreator foi enriquecida com 2% de CO2 (Onishi et al., 1992). Já em sistemas 
automatizados, por meio do uso de um aparato encapsulador, Sakamoto et al. (1995) 
obtiveram 52% de conversão das UE contendo embriões somáticos de cenoura após a 
descomplexação das cápsulas com KNO3 (200 mM), as quais foram posteriormente 
semeadas diretamente em substratos sob ambiente controlado. A percentagem de 
conversão das UE contendo embriões somáticos de aspargo foi de 72% em substrato não 
estéril (Mamiya & Sakamoto, 2001).  

Estudos referentes ao encapsulamento de gemas micropropagadas de espécies 
lenhosas foram realizados com sucesso para seis espécies frutíferas perenes resultando em 
100% de viabilidade, porém o rebrotamento dependeu do meio de cultivo (Piccioni & 
Standardi, 1995). Para o porta-enxerto de macieira M.26, alto potencial regenerativo foi 
observado com o encapsulamento de pequenos segmentos de brotos com gemas axilares e 
da região apical (Piccioni, 1997).  

A possibilidade de se obter a conversão ou re-crescimento dos propágulos em 
condições ex vitro tem motivado a execução de estudos com a suplementação nutritiva na 
matriz de alginato de sódio. Neste aspecto, alguns trabalhos apontam que a matriz de 
alginato deve ser aperfeiçoada de acordo com o tipo de propágulo e espécie utilizada 
quanto às quantidades efetivas de macro e micro nutrientes a serem utilizados (Sakar & 



Naik, 1998; Pattnaik & Chand, 2000; Nyende et al., 2003; Naik & Chand, 2006 e Singh et al., 
2006).  

Neste sentido, um melhoramento efetivo no estudo de formação da cápsula matriz de 
UE foi obtido em diversas espécies. O encapsulamento de brotações de bananeira resultou 
em uma taxa de conversão de 100% (Ganapathi et al., 1992). Técnicas desenvolvidas no 
LFDGV/FIT/CCA/UFSC mostraram que microbrotos de bananeira cv. Grand Naine, cuja 
cápsula matriz foi enriquecida com o meio de cultura MS tiveram o processo de conversão 
melhorado (Figura 2). Adicionalmente, a adição de carvão ativado e o uso de fungicida 
Benomyl à matriz de alginato diminuíram a oxidação e a contaminação dos microbrotos, 
respectivamente (Sandóval-Yugar, 2002).  

 

 
 

Fonte: Sandóval-Yugar, (2002). 
 

Figura 2. Processo de conversão de unidades encapsuláveis de Musa sp cv. Grand Naine. 
a) Microbroto encapsulado no sistema de dupla camada (Barra 5 mm); b) 
Microbroto encapsulado em conversão (Barra 3 mm); c) Microbrotos encapsulados 
em processo de conversão ex vitro em placas gerbox (Barra 3 cm); d) Detalhe de 
unidade encapsulável bipolar convertida in vitro ( Barra 1 cm); e) Unidades 
encapsuláveis convertidas in vitro (Barra 2 cm); f) Microbrotos encapsulados e pré-
convertidos in vitro em processo de aclimatação  

 
Microbrotos de abacaxizeiro encapsulados em matriz de alginato enriquecida com 

sais e vitaminas do meio MS, mio-inositol e sacarose, apresentaram 100% de conversão em 



meio de cultura MS e quando transferidas a campo foram estabelecidas com sucesso 
(Soneji et al., 2002). Ainda em bromélias, uso do PBZ em meio de cultura foi eficaz na 
indução de microbrotos de Vriesea gigantea (Figura 3) e V. fosteriana (Figura 4). A formação 
de UE pelo encapsulamento em matriz de alginato permitiu, com sucesso, o 
estabelecimento ex vitro de bromélias em fitotron. Além disto, este procedimento promoveu 
um incremento no número de folhas nas plantas aclimatizadas (Figura 3, 4), quando são 
comparadas com o uso de microbrotos não encapsulados (Rech Filho, 2004).  

Encapsulamento e Conservação de Germoplasma 
Uma vantagem adicional do encapsulamento de propágulos vegetativos se relaciona 

com a conservação das plantas elites ou ameaçadas. A conservação de germoplasma in 
vitro tem como base o estabelecimento de condições que permitem minimizar a taxa de 
crescimento o que, geralmente é feito por meio da redução da temperatura no ambiente das 
culturas e/ou com o uso de retardantes de crescimento (Maruyama et al., 1997). 

O método de encapsulamento associado ao armazenamento a frio apresenta 
vantagens na preservação de grande quantidade de material vegetal em condições 
controladas e em pequeno espaço físico (Figura 5). Além disto, a conservação de 
germoplasma in vitro minimiza a erosão genética (Maruyama et al., 1997, West et al., 2006) 
e permite a troca de materiais genéticos entre laboratórios de diferentes instituições 
(Pattnaik & Chand, 2000, Singh et al., 2006).  
 

 
Fonte: Rech Filho (2004). 
Figura 3. Unidades encapsuláveis de V.gigantea: a) microbrotos aos 100 dias em meio de 

cultura MS suplementado com ANA (2 µM), BAP (4 µM) e PBZ (4 µM); b) 
Microbroto individualizado; c) Microbrotos encapsulados em matriz de alginato de 
sódio (2%) suplementado com ½ dos sais de MS; d) Transplante das UE para 
bandejas com substrato vermiculita e acondicionadas em caixas plásticas com 
tampa de vidro em fitotron; e) aclimatização e desenvolvimento das muda aos 12 
dias e; f) mudas aclimatizadas aos 100 dias de cultivo em túnel com irrigação 
intermitente. Barra: 1cm.  

 
Vários trabalhos são encontrados na literatura recente associando a técnica de UE 

com a conservação de germoplasma por meio da criopreservação (West et al., 2006). A alta 



freqüência de regeneração ou de re-crescimento a partir de brotações apicais justifica o 
emprego desta técnica como um novo sistema de plantio, de troca de germoplasma e 
armazenamento superando assim os problemas decorrentes da exposição prolongada 
destas brotações a condições desfavoráveis de sobrevivência (Narula et al., 2007). 

A criopreservação tem sido foco de muitos trabalhos e uma das pressuposições da 
manutenção em baixas temperaturas é a não ocorrência de alterações fenotípicas e genéticas 
no material vegetal (Hirai & Sakai, 2003). Os avanços desta técnica incluem o emprego de 
metodologias desidratação e encapsulamento, os quais são considerados como pré-tratamentos 
fundamentais para o sucesso da criopreservação  (Steinmacher et al., 2007). 

Estas técnicas utilizam o princípio do encapsulamento incorporando estruturas 
vegetativas em uma matriz de alginato e possibilitando, assim, a conservação da viabilidade 
por longos períodos de tempo (Maruyama et al., 1997). A técnica do hidrogel de alginato 
possibilita imobilizar e manter a viabilidade dos propágulos, proporcionando um ambiente 
atóxico e permitindo mudanças abruptas de temperatura e de pH sem afetar material 
biológico (Mallón et al., 2007).  

O uso de adjuvantes na cápsula matriz pode permitir tanto a conservação da 
viabilidade do propágulo quanto à redução gradativa dos processos metabólicos, permitindo 
um aumento da resistência às baixas temperaturas. É recomendado também, um pré-
tratamento com ABA ou a adição de manitol ou paclobutrazol (PBZ) na cápsula matriz, para 
aumentar a tolerância à desidratação e às baixas temperaturas. A desidratação é 
considerada um passo crítico para a manutenção da viabilidade e integridade das células e 
por evitar a formação de cristais de gelo (Engelmann, 2004). Uma das condições ótimas 
para recuperação dos embriões zigóticos de pupunha criopreservados incluem o 
encapsulamento e desidratação para 20% conteúdo de água (Steinmacher et al., 2007). 

 

 
(Rech Filho, 2004). 
 

Figura 4. Unidades encapsuláveis de V. fosteriana: a) Microbrotos individualizados e 
induzidos em meio de cultura MS suplementado com PBZ (4 µM); b) Microbroto 
encapsulado em matriz de alginato de sódio (2%) suplementado com ½ dos sais 
de MS; c) UE transplantada em substrato vermiculita; d) UE mantidas em fitotron; 
e) Conversão das UE após 25 dias; f) Mudas transplantadas e cultivadas em 
substrato composto por casca de arroz carbonizada (50%) e suplemento mineral 
Turfa Fértil (50%) e mantidas em túnel com irrigação intermitente e; g) 
Transplante para vasos e mantidas em casa de vegetação. Barra: 1cm.  

 



 
 

 
 

Fonte: Adaptado de Rech Filho (2004). 
 

Figura 5. Representação esquemática do protocolo de UE a partir de microbrotos de 
bromélias no LFDGV/UFSC.  

 
 

Várias inovações têm sido aplicadas à técnica de encapsulamento (Figura 6) tais 
como o estabelecimento do sistema de encapsulamento em cápsulas farmacêuticas (Dupuis 
et al., 1994). Outras inovações como a cápsula em dupla camada (Figura 7) foi sugerida por 
Patel et al. (2000). Esta técnica consiste em suspender o material vegetal em solução de 
carboximetilcelulose e complexar em CaCl2 sobre uma solução de alginato de sódio em 
agitação, resultando na formação de uma cápsula com matriz interna líquida. Esta técnica 
foi testada com cenoura por estes autores e resultou em 100% de emissão de radícula das 
unidades encapsuladas.  

O uso das técnicas de encapsulamento de estruturas vegetativas é considerado de 
baixo custo. Esta técnica tem demonstrado ser promissora para a conservação de 
germoplasma de espécies ameaçadas, especialmente aquelas que são intolerantes às 
baixas temperaturas como o musgo Splachnum ampullaceum (Mallón et al., 2007). 

 



 
 
 
 
Figura 6. Representação esquemática para a confecção da matriz da cápsula por diferentes 

sistemas: (1) Alginato de sódio complexado em CaCl2 (Onishi et al., 1994); (2) 
cápsula do tipo dupla camada: interna de carboximetilcelulose ou amido 
complexando de “dentro para fora” em CaCl2 e camada externa de alginato de 
cálcio (Patel et al., 2000) e; (3) cápsulas farmacêuticas (Dupuis et al.,1994) com 
matriz de alginato ou amido. 

 
 

 
Fonte: Adaptado de Patel et al. (2000). 
 

Figura 7. Representação esquemática da formação de camada simples x dupla camada na 
formação do gel ionotrópico de alginato de cálcio.  
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