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Introducao ao conceito de
Biotecnologia

/o\s biotecnologias em seu sentido mais amplo compreendem a manipula-
¢do de microorganismos, plantas e animais, objetivando a obten¢do de proces-
sos e produtos de interesse. Desta maneira, toda atividade que envolva a apli-
cacdo dos conhecimentos de fisiologia, bioquimica e genética, ¢ considerada
como técnica biotecnologica. Em seu senso mais restrito as biotecnologias es-
tao associadas ao emprego das técnicas modernas de biologia molecular e ce-
lular. Outros conceitos de biotecnologias: a) a utilizacao de sistemas celulares
para a obten¢do de produtos e desenvolvimento de processos (CNPq); b) a a-
plicagdo dos principios cientificos e de engenharia para o processamento de
materiais por agentes biologicos proporcionando produtos ou servigos (FAO,
1989); ¢) o uso das técnicas de regeneracao in vitro € do DNA recombinante
(Fernandes, 1987).

Uma das principais caracteristicas das biotecnologias modernas ¢ sua a-
brangéncia ampla e seu carater multidisciplinar. Sua inser¢do em paises com
padroes desiguais de desenvolvimento deve ser baseada no conceito de biotec-
nologias apropriadas ou pertinentes, proposto pela FAO. Assim, biotecnolgias
apropriadas seriam aquelas que contribuem com o desenvolvimento sustenta-
vel por: a) serem tecnicamente factiveis no atual contexto de desenvolvimento
tecnico-cientifico do pais; b) proporcionarem beneficios mensuraveis aos des-
tinatarios; c) serem ambientalmente seguras, socio-economicamente e cultural-
mente aceitaveis no atual estagio de desenvolvimento do pais.

Dentre as muitas aplicacdes destas técnicas, destacam-se aquelas relaciona-
das com a transferéncia de genes de organismos diferentes para a incorporagao
de caracteristicas como a resisténcia de pragas e patdogenos e a estresses abioti-
cos, no genoma de uma determinada planta. Outras aplicagdes visam o aumen-
to da eficiéncia fotossintética ou a produgdo de metabdlitos e constituintes im-
portantes do ponto de vista nutricional e farmacéutico . Estas técnicas, quando
associadas com procedimentos de cultura de tecidos, permitem a propagacao
rapida e massal de gendtipos superiores estaveis e isentos de doencas.

Novas estratégias para a propagagao clonal, para a fixacdo de ganhos gené-
ticos e novas abordagens para gerar variacdo genética sdo requisitos funda-
mentais para o melhoramento de plantas. Desta maneira, um dos maiores be-
neficios das técnicas de cultura de tecidos vegetais para o melhoramento de
plantas perenes, refere-se a possibilidade de capturar e fixar os componentes
aditivos e ndo aditivos da variancia genética através da propagacdo clonal.
Desta maneira estas técnicas, baseadas que sdo na totipotencialidade de ex-
plantes, podem se tornar ferramentas poderosas para a propaga¢do massal de
genotipos superiores.

A possibilidade de manipulagdo de sistemas in vitro para a clonagem de
genoétipos superiores de espécies vegetais ¢ dependente de uma série de fato-
res. A compreensdo e dominio de conceitos basicos em fisiologia do desen-
volvimento ¢ de fundamental importancia para a aplicacdo deste conhecimen-
to. Um dos objetivos do presente texto ¢ a apresentacdo e a discussdo sucinta
dos principais topicos pelos quais € possivel extrair-se respostas morfogenéti-
cas orientadas quando correlagdes morfologicas, fisiologicas, genéticas e bio-
quimicas, existentes em uma planta intacta sao rompidas e sistemas de culturas
de tecidos células e 6rgdos sao utilizados para "orientar" novos padrdes morfo-
genéticos.



Micropropagacao

Diferentes rotas morfogenéticas para a obtencao de plantas in vitro

1.1 Cultura de tecidos desorganizados

Calos — Cultivo e manutengéo de massas celulares desorganizadas que se originam da proliferagao
desordenada a partir de tecidos ou 6rgaos cultivados in vitro.

Suspensodes — Proliferacao de células isoladas ou pequenos aglomerados dispersos em um meio liqui-
do, sob agitagao.

1.2 Cultura de estruturas organizadas

Cultura de 6rgaos — Formas organizadas de crescimento podem ser mantidas continuamente in vitro.
Inclui o isolamento asséptico de estruturas definidas como primérdios e segmentos foliares. Para
0s propositos da micropropagacao, os mais importantes tipos séo:

a)Cultura de meristemas — Apices meristematicos consistindo do domo apical isentos ou contendo um
ou dois primordios foliares. Originam eixos unipolares caulinares.

b) Cultura de apices caulinares — Iniciada a partir de apices caulinares ou gemas laterais. Empregada
para estabelecer culturas que originam multigemas, gemas, eixos ou brotagdes caulinares multi-

plos.

c)Culturas de segmentos nodais — Contém segmentos caulinares que carregam gemas simples ou
multiplas.

d) Cultura (ou resgate) de embrides — Embrides zigéticos sao excisados e cultivados para dar origem
a plantulas.

e) Cultura de raizes isoladas — Raizes cultivadas sem conexao com os eixos caulinares, originando
novas raizes.

1.3 Quanto a rota morfogenética

1. Organogénese direta — Gemas ou primérdios de gemas pré-existentes que séo induzidas a prolife-
racao.

2.0rganogénese indireta — Novas gemas e eixos caulinares sao induzidos e formados a partir de teci-
dos nao organizados (calos) originados de explantes de diferentes origens.

2. BASE CONCEITUAL

Apice caulinar: segmento do apice do caule, composto pelo meristema apical (0,05 a 1,0 mm) junta-
mente com os primordios foliares e folhas em desenvolvimento. Porém, ndo deve ser confundido
com o meristema, que é o conjunto de células indiferenciadas e de caracteristicas embrionarias.

Ativagao: processo que favorece a reentrada ao novo ciclo bioquimico oi fisiolégico de érgao ou tecido.
E muito comum referir-se a ativagdo de gemas. Para ocorrer a ativacdo é necessaria a existéncia
de 6rgao ou tecido pré formado ou formado.

Células indiferenciadas: refere-se ao estado caracterizado por células isodiamétricas, com pouco ou
nenhum vacuolo e grande nucleo. Geralmente estdo localizadas no meristema e mantém as ca-
racteristicas embrionarias.

DUAS CELULAS
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Figura 01 — Diagrama representativo do ciclo de divisdo celular (cdc) DA HETEROCROMATINA EUCROMATINA

de uma célula diploide.(Adaptado de George, 1993). il o
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Clones: Independente da origem e sob o aspecto aplicado, as técnicas de cultura de tecidos vegetais
permitem a propagacao clonal massal de gendtipos superiores. Segundo o Cdédigo Internacional
de Nomenclatura de Plantas Cultivadas, clone é uma das categorias basicas da cultivar e designa
um conjunto geneticamente uniforme de individuos, derivados originalmente de um individuo sim-
ples por propagacao assexuada (enxertia, estaquia, mergulhia, apomixia ou micropropagacgao). O
conceito de propagacéao clonal implica na selegado de gendtipos com graus variados de heterozigo-
se e sua fixagao nas geracdes subsequentes (Kester, 1983). Clones sao empregados no melhora-
mento de plantas para capturar os componentes aditivos e ndo-aditivos da variancia genética. Os
componentes aditivos da variancia genética baseiam-se no efeito independente dos alelos, en-
quanto que os efeitos ndo-aditivos, muitas vezes perdidos nos cruzamentos sexuais, baseiam-se
na interacao dos alelos, dentro ou entre locus (Durzan, 1988). Uma das maiores vantagens da pro-
pagacao clonal é a possibilidade de se explorar a variancia genética total, ao invés dos componen-
te aditivo apenas. Muitos dos programas de melhoramento genético de plantas perenes e estabe-
lecidos no hemisfério norte, a partir da década de 50, foram baseados na selecao recorrente. Nes-
tes programas a selegao é feita apds cada
geracdo de intercruzamentos de materiais
selecionados para proporcionar a recombi- Variancia genética
nacao genética. Enquanto que o melhora-
mento convencional permite a fixagdo dos
ganhos genéticos nas geragbes subse- Populagio
quente~s, a micropropagagao permite a ex- Natural N tiariiba .
ploracéo da variagdo genética em uma ge- \ \
racdo, através da clonagem de genotipos
superiores (Figura 2). Apesar dos benefi-
cios dos clones para a agricultura, a con-
centragdo de uma produgéo em larga esca-

Fopulagae Progénies

la de apenas um gendtipo ou de poucos CLONAGEM
gendtipos de origem comum pode tornar
todas as plantas igualmente vulneraveis a

pragas e moléstias ou estresses abioticos e
pode também diminuir o interesse na ma-
nutencdo de uma diversidade mais ampla
nos bancos de germoplasma existentes, Figura 02 - Exploragio da variagdo genética em uma geragio, através da
resultando no estreitamento da base gené- clonagem de genotipos superiores.

tica.

Crescimento desorganizado: Quando, tecidos formados in vitro, ndo apresentam estruturas claramen-
te definidas e contém um numero limitado de células especializadas e diferenciadas. Uma célula
diferenciada € aquela que desenvolveu forma especializada (morfologia) ou fungao especializada
(fisiologia). Um tecido organizado é a agregacao de células diferenciadas (ex. xilema ou epiderme).
Por outro lado estruturas indiferenciadas podem ocorrer na indugédo de calos que sdo agregados
celulares desorganizados que se originam da proliferacao desordenada a partir de tecidos ou 6r-
gaos cultivados in vitro e por meio de suspensodes celulares que sao a proliferagao de células isola-
das ou pequenos aglomerados de células dispersos em um meio liquido, sob agitagédo

Crescimento organizado — Tecido ou érgao de crescimento determinado em produzir um novo 6rgao
(desenvolvimento) de forma a resultar novas estruturas vegetais. Crescimento pds meristematico.

Competéncia celular: Capacidade das células reagirem a sinais (que podem ser reguladores de cresci-
mento) especificos de desenvolvimento. Diz respeito a capacidade das células em expressar um
potencial inerente. Esta habilidade da célula pode se dar por: a) Ativacao que pode ser definida
como a mudancga na competéncia envolvendo a rediferenciacao de determinadas células (modelos
diretos); b) Indugéo: que pode ser definida como a iniciagdo de uma resposta particular de diferen-
ciagao a partir da desdiferenciagéo celular (modelos indiretos). A indugao esta associada a proces-
sos de desdiferenciagao, que pode ser definida como a (re)entrada no ciclo celular. Buvat (1944)
demonstrou que a desdiferenciagéo celular consiste de dois estagios: regressao a capacidade de
divisdo e retorno a estrutura citologica de célula meristematica (embrionaria)
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Cultura de 6rgaos: Formas organizadas de crescimento podem ser mantidas continuamente in vitro. In-
clui o isolamento asséptico de estruturas definidas como primérdios e segmentos foliares. Para os
propésitos da micropropagacao, os mais importantes tipos sao:

f) Cultura de meristemas: Apices meristematicos consistindo do domo apical isentos ou contendo um ou
dois primordios foliares. Originam eixos unipolares caulinares.

g) Cultura de apices caulinares — Iniciada a partir de apices caulinares ou gemas laterais. Empregada
para estabelecer culturas que originam multigemas, gemas, eixos ou brota¢des caulinares multiplos.

h) Culturas de segmentos nodais — Contém segmentos caulinares que carregam gemas simples ou
multiplas.

i) Cultura (ou resgate) de embriées — Embrides zigoticos sdo excisados e cultivados para dar origem a
plantulas.

j) Cultura de raizes isoladas — Raizes cultivadas sem conexdo com os eixos caulinares, originando no-
vas raizes.

Diferenciagao: processo de diversificagdo das caracteristicas bioquimicas, anatdmicas, morfologicas e
fisioldgicas, ocorrida nas células, nos tecidos ou 6rgaos durante o desenvolvimento a partir do esta-
do meristematico ou juvenil para o adulto. As células do embrido meristema apical sdo exemplos de
estado indiferenciado, as quais ganham novas competéncias se tornando diferenciadas.

Desdiferenciacao celular: retorno de células diferenciadas ao estado meristematico ndo diferenciado.

Determinacao celular: Processo pelo qual o potencial de desenvolvimento de uma célula torna-se limita-
do a uma rota especifica (Christianson,1985). A determinagéao celular diz respeito a uma canaliza-
¢ao progressiva no desenvolvimento.

Epigénese: Ativacao seletiva e diferencial de genes (reprogramacéo celular). Um exemplo comumente
citado como representativo em uma planta intacta é a transi¢cao da fase juvenil para a fase adulta.

Epistasia: refere-se a inativagdo de um (trans)gene (o supressor) sobre um outro (trans)gene.

Indugao: é o desencadeamento de um processo morfogenético pela exposigao do explante a um estimu-
lo fisico, quimico ou bioldgico. A indugéo envolve o controle da expressao génica, embora nao seja
um fendbmeno genético, pois ndo ocorre ganho ou perda genética (modificagéo alélica ou genotipi-
ca). Refere-se somente a expressao dos genes pré existentes. Em cultura de tecidos, € a sinaliza-
¢ao por um fitormoénio a uma resposta especifica a nivel celular.

Hapléide: individuo que apresenta o numero de cromossomoss igual ao do gametofito ou da haplofase
(n). de maneira mais especifica, plantas hapléides sao aquelas com carga cromossémica nao dupli-
cada, monoploides.

Horménios vegetais: No presente contexto este térmo define uma das classes de compostos que regu-
lam processos de desenvolvimento (morfogénese) em plantas, sendo, provavelmente, os mais im-
portantes mediadores na transducgao de sinais. Os horménios sao moléculas regulatérias de ocor-
réncia natural que agem como sinais quimicos para regular o crescimento e o desenvolvimento
(morfogénese). Fitorreguladores ou reguladores de crescimento sao substancias sintéticas que mi-
metizam os efeitos dos horménios no metabolismo celular.

Meristema: tecido composto de células nao diferenciadas, envolvido com sintese protoplasmatica e for-
magao de novas células por divisdo mitética. Sem especificagao, o termo refere-se normalmente ao
meristema apical do caule (regido localizada numa depressao central que da origem aos mais novos
primordios foliares de tamanho variavel entre espécies vegetais, normalmente formado por uma por-
cao de 60 a 100 células isodiamétricas indiferenciadas, que mantém permanentemente as caracte-
risticas embrionarias primarias.

Micropropagacgao: Propagacgao clonal massal de um gendtipo selecionado por técnicas de cultura in vi-
tro. Este térmo, utilizado primeiramente por Hartman e Kester (1975), passou a ser empregado para
definir os processos de propagacgao vegetativa na cultura de tecidos vegetais.
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Morfogénese: Integragéo entre crescimento (mudangas quantitativas) e diferenciagao (alteragdes quali-
tativas), mediada por divisao e especializagcao celular. A morfogénese € o resultado de um complexo
controle hormonal multiplo, espacial e temporal, através da regulacdo e expressao de sistemas géni-
cos multiplos. A morfogénese na planta intacta € mediada pela acao correlativa dos meristemas e
de seus produtos. Na cultura de tecidos vegetais, ao se romper as correlagdes endégenas os teci-
dos ficam sujeitos as condigdes exdgenas, representadas no caso pelos fitorreguladores adiciona-
dos ao meio de cultura. A morfogénese in vitro passa entao a ser modulada pelo balango de fitorre-
guladores adicionados ao meio de cultura. Isto foi comprovado experimentalmente por Skoog e Mil-
ler (1955) e cujos resultados sao sumarizados na figura 03.

Miller et al. (1955)
Identificaram a Cinetina

Skoog & Miller (1957)

Balan ¢o auxina/citocinina e seus efeitos morfogenéticos: calo, raiz,
parte aérea

contendo diferentes concentragdes e balangos de uma awinalacido indal-
acetico-41A) e de uma citocining (Cinetina-kin). Em concentragoes
equimolares destes dais fitorreguladares a resposta foi a indug&o de calos.
Quando as concentragdes de AlA eram superiores as de Kin, as culturas

fomn avam raizes (B) e quando as concentragdes de Kin eram superores as de
AlA A resposta morfogenética estava associada a formagio de menstemaoides
guUe originavam gernas e elxos cadlinares. Esta descoberta pemnitiu o
deservolvimento dos protocolos regenerativos in vitro baseados na
organogénese nas laboratarios de cultura de tecidos vegetais pemitindo assim
aaplicagdo tecnicas que viahilizassem os labaratonios de micropropagagan.

Figura 03 - Morfogénese in vitro modulada pelo balango de fitorreguladores adicionados ao meio de cultura.

Totipotencialidade: Principio biolégico creditado ao fisiologista vegetal alemao Haberlandt, que em
1902, enunciou que cada célula vegetal possuia o potencial genético para reproduzir um organismo
inteiro. Como corolario, este fisiologista elaborou previsbes de que tecidos, células e o6rgaos
poderiam ser mantidas indefinidamente em cultura. De certa forma o conceito de totipotencialidade ja
era inerente a teoria celular de Schleiden e Schwan (1838 apud Vasil et al., 1979) ao postularem que
algumas células eram capazes de serem separadas do organismo e continuar a crescer

3. MECANISMOS REPRODUTIVOS E PADROES DE DESENVOLVIMENTO ENTRE ANIMAIS E
PLANTAS

Plantas e animais apresentam similaridades na natureza de seu material genético e nos mecanismos
pelos quais a informacado genética é processada e utilizada. Nos outros niveis as diferengas sao
Obvias e consideraveis:

A) Plantas nao estabelecem uma linhagem germinativa especifica, nao havendo distincao entre células
que formam o organismo e as células reprodutivas. Em animais os gametas sao produzidos apenas
por células-filhas descendentes de uma linhagem germinativa. Todas a células vegetais nucleadas,
possuem, em principio, a capacidade de produzir um novo individuo (totipotencialidade) e a
possibilidade de uma célula produzir gametas é apenas uma fungdo de sua localizagdo no
organismo.

B) Plantas se reproduzem tanto sexuada como assexuadamente.

C) O ciclo de vida de uma planta é mais elaborado e complexo do que em animais. Neste a reprodugao
resulta da producdo direta de gametas como resultado da meiose na linhagem de células
germinativas. O ciclo de vida das plantas envolve duas geragbes alternantes. A geragédo dominante é
a esporofitica e inicia com a fertilizagdo do ovo e culmina com o desenvolvimento e maturacdo. A
geracao gametofitica, através da microsporogénese e megasporogénese gera respectivamente
polen e saco embrionario. Um dos nucleos da célula espermatica masculina fecunda o ovo para
formar o zigéto, marcando o fim da geragdo gametofitica e o inicio da esporofitica. A embriogénese é
acompanhada pela formacado da semente. que é, em ultima analise, uma estrutura complexa para
nutrir o embrido.

I EEEEEEEEE——
APOSTILA DE BIOTECNOLOGIA—CCA/UFSC— MP GUERRA & RO NODARI; EDICAO DA STEINMACHER (2006) Pagina 5



O desenvolvimento animal pode ser confundido com

desenvolvimento embriolégico, uma vez que nesta PADRAO DE ﬂﬂTEHG:ED DE CLONES ANINAIS
fase sdo formados os 6rgdos componentes do seu

organismo. Posswglmepte isto confgre maior !‘:r!r::l-;n !M::I;"H":m
determinagédo (canalizagao de desenvolvimento) as DE TECIDO cALULA oY
células vegetais e o retorno ao estado embrionario de ADULTO COM NUCLEG
uma célula animal adulta somente ocorre por meio da | “fy s {ooems)
transferéncia nuclear que gerou a clonagem da

ovelha Dolly (Fig. 4). Ao contrario, no g g
desenvolvimento embrionario de plantas superiores a T
maior parte dos sistemas de tecidos e 6rgdos nao

estdo presentes. Estes somente s&o formados depois ki

da germinagao e a longo da vida da planta através da
diferenciacdo de wuma linhagem de células RLETRORUZAD
embrionarias mantidas nos meristemas. Outro
aspecto que diferencia a morfogénese animal da
vegetal € que na primeira, as células, tornam-se
direcionadas para um caminho particular e especifico
de desenvolvimento, enquanto que nas células
vegetais este direcionamento pode ser reversivel.
Toda a célula nucleada, mesmo diferenciada, pode
ser induzida a uma re-entrada no ciclo mitotico, desde )
que ativada com o sinal adequado. Em células FUSAD
animais, portanto, a totipotencialidade encontra-se CELULAR
restrita a uma fase especifica e limitada do
desenvolvimento embrionario. A migracéo celular é
componente importante da morfogénese animal.
Células animais possuem motilidade e migram em
direcbes definidas de acordo com as informagdes | gmpmiio
recebidas de outras células. Por sua vez, a rota de
desenvolvimento de uma célula vegetal é
determinada pela sua posi¢ao na estrutura da planta.
Nao apresentando mobilidade, a posicdo das células
vegetais € determinada pelos planos de divisdo da
célula-mae. Mesmo considerando que as interacbes
entre as células tém papel fundamental na
morfogénese animal e vegetal, a natureza das
informagbes trocadas € mais limitada em plantas do
gue em animais.

CLOHE DO
DOADOR DE DHA

Figura 04 — Processo de obtencdo de clones animais

4 MEIOS DE CULTIVO

4.1. INTRODUGAO

Meios de cultivo sdo combinagdes de sais minerais (macro e micronutrientes), carboidratos, vitaminas e
reguladores de crescimento. Podem ser soélidos (adicionando-se agar ou outro agente para geleificagao)
ou liquidos, de acordo com o protocolo para o sistema de cultivo. Os meios nutritivos utilizados para as
culturas fornecem as substancias essenciais para o desenvolvimento dos tecidos e controlam, em grande
parte, o padrao do desenvolvimento in vitro (Torres, 1998). A constituigdo do meio € baseada nas exigén-
cias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificagdes para atender em necessida-
des especificas. Um dos primeiros meios de cultura desenvolvidos foi o de White (1942). Esse meio apre-
senta baixo nivel de nitrogénio e de potassio, restringindo o seu uso para muitas células; entretanto, esta
formulagao com baixa concentragdo em sais, € usada em muitas situagdes. O meio MS (Murashige e
Skoog, 1962) foi uma das primeiras formulagdes melhoradas usadas em cultura de tecidos de plantas,
apresentando altos niveis de nitrato, potassio e amoénio.
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4.2. COMPOSIGAO DOS MEIOS DE CULTURA

Os meios nutritivos sdo formados por multiplos componentes, sendo bastante variaveis em fungao da es-
pécie vegetal e da origem do explante. E constituido de componentes essenciais e opcionais. Os es-
senciais compreendem a agua, os sais inorganicos, a fonte de carbono e energia, vitaminas e subs-
tancias reguladoras de crescimento. Entre os componentes adicionais estao incluidos os aminoacidos
e amidas, acidos organicos e substancias naturais complexas. Os principais componentes de uso
mais freqlente nos meios de cultura séo:

4.2.1 Agua

E o componente em maior quantidade do meio de cultura. A qualidade da 4gua é muito importante em
cultura de tecidos vegetais. Pode ser uma fonte potencial de impurezas. Para melhor controle deve-
se usar agua destilada, bidestilada e deionizada. A utilizacdo de agua de torneira pode comprometer
o desenvolvimento da cultura.

Em alguns explantes como calos de fumo a quantidade de agua pode ser limitante para o desenvolvimen-
to normal (Linsmaier & Skoog, 1965; Torres, 1998).

4.2.2 Nutricao mineral

Os nutrientes empregados nos meios de cultura sao os mesmo estabelecidos para a nutricdo mineral ba-
sica das plantas no campo. Sao eles:

a) Nitrogénio: pode ser acrescentado aos meios na forma organica (prontamente disponivel as culturas)
ou na forma mineral. Na forma pode estar disponivel como amdnio (cation) ou nitrato, nitrato (&nion),
ou ainda na forma de compostos organicos, dependendo do material em cultura (George, 1993). E
constituinte de aminoacidos, nucleotideos e coenzimas, tendo importancia na sintese protéica. A toxi-
dez do aménio as células diminui ou desaparece quando ele € usado como unica fonte de nitrogénio
na forma de sal de um acido organico, de preferéncia um acido tricarboxilico (ciclo de Krebs), como
acido citrico ou acido alfa-cetoglutarico (Torres, 1998). A glutamina (precursora de varios aminoaci-
dos) é a mais utilizada como fonte de nitrogénio organico. Meios enriquecidos com nitrogénio sao fun-
damentais para a embriogénese somatica, bem como diferenciagéo de parte aérea (Amirato, et. al.

1983).

b) Fésforo: é adicionado ao meio, principalmente, como fosfato de potassio monobasico (H2PO4-), pois
€ a forma que é absorvido(George, 1993). O fosfato monobasico no meio MS é utilizado na concen-
tracao de 1,25 mM. Algumas fontes orgéanicas podem ser utilizadas quando existem restricdes aos
fosfatos minerais (Torres, 1998). Atua no metabolismo energético, na regulagéo de processos enzi-
maticos e na ativagado de enzimas (Santiago, 20010). Necessario para a sintese do ATP e na organo-
génese esta envolvido na diferenciacao da parte aérea, pois reverte o efeito das auxinas.

c) Potassio: é usado na forma de nitrato, fosfato ou cloreto. Ativador de varias enzimas do metabolismo
de carboidratos e proteinas. Uma das mais importantes é a quinase do piruvato, enzima envolvida
nos processos de glicolise e respiracéo (Santiago, 2001). E necessario para a embriogénese somati-
ca (Ammirato, 1983). A deficiéncia de potassio pode conduzir a hiperhidricidade e decréscimo na taxa
de absorc¢ao de fosfato.

d) Enxofre: utilizado na forma de sulfato ou na forma de aminoacidos (cistina, cisteina e metionina). En-
volvido no metabolismo energértico na formacao do fosfosulfato de adenosina, constituinte da tiami-
na, biotina e coenzima A. Sua absorgao € relacionada a assimilagéo do nitrogénio e, independente-
mente, do pH (Santiago, 2001).

e) Calcio: usado na forma de nitrato ou cloreto. Esta envolvido na divisdo celular, uma vez que um dos
componentes da lamela média € o pectato de calcio. Mantém a integridade da membrana celular e é
importante para a germinagao de gréos de pélen (George, 1993). E um agente quimiotréfico para o
direcionamento do tubo polinico. Altas concentragdes de calcio (6 a 9 mM) sdo necessarias para con-
trole da necrose do apice caulinar.Pode ter limitacbes na translocacao entre as células.

f) Magnésio: usado na forma de sulfato de magnésio. E um dos componentes da clorofila; co-fator impor-
tante para varias reagdes enzimaticas que atuam sobre substratos fosforilados.

g) Carbono: é uma fonte importante de energia € a forma o esqueleto de todos os compostos organicos.
A suplemenagéao gralmente é pela adigdo de agucar na forma de sacarose, glicose, frutose e outras.

h) Ferro: esta numa faixa intermediaria entre os macros e micronutrientes. E adicionado ao meio na for-
ma quelato Fe-EDTA. Envolvido nas reagdes de oxi-redugédo nos organismos vivos. Essencial para a
sintese da clorofila, é integrante do grupo protéico (heme) das porfirinas.
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j) Molibidénio: é adicionado na forma de molibidato de sédio (Na2Mo04). Co-fator da redutase do nitrato.

k) Cobre: é usado como sulfato de cobre. E um cation que em dose acima do normal é fitotéxico as cultu-
ras. Constituinte da enzima plastocianina que é importante componente do transporte de elétrons.

1) Cloro: é essencial para a fotossintese, sendo requerido durante a reagao de Hill.

m) Zinco: sulfato de zinco. Importante nas reag¢des de oxi-redugao das plantas. Co-fator de enzimas ani-
drase carboénica.

n) Manganés: sulfato de manganés. Essencial no metabolismo para a reacédo de Hill na fotossintese,
quando a molécula de agua é quebrada produzindo elétrons e oxigénio.

o) Cobalto: é usado como cloreto de cobalto e esta envolvido na expansao foliar.
4.2.3. Constituintes organicos

Os compostos organicos importantes sdo os carboidratos, substancias reguladoras de crescimento, vita-
minas, aminoacidos e amidas, certas purinas e pirimidinas, hexitois e acidos organicos.

a) Carboidratos

As células, tecidos e plantulas cultivadas in vitro ndo encontram condi¢cdes adequadas de iluminacao e
concentracao de CO2 e, as vezes, nao apresentam teores de clorofila suficientes para realizar fotos-
sintese (Torres, 1998). Muitas vezes, agucares que nao sao efetivos na manutengéo do crescimento
do calo, sustentam a iniciagdo de brotagdes adventicias e a embriogénese somatica.

Os carboidratos mais usados nos meios de ciultura sdo a sacarose, a glicose e a frutose nos niveis de
2% a 5% (p/p) (George, 1993). A concentragdo de 3% € a mais usada. Concentra¢des de sacarose
entre 6% a 12% podem ser usadas em cultura de embrides, frutos e anteras, enquanto que o nivel de
1,5% ¢é usado em cultura de protoplastos.

Pode ocorrer a caramelizagdo do agucar quando exceder o tempo de autoclavagem e a sua degradacgao
pode ocorrer a formacao de hidroxiacetonas, dihidroxiacetona, furano, 2-metilfurano, 2,5-dimetilfurano
e maltol (Ammirato et. al. 1983). Estes compostos formam meladoidinas que sdo compostos de colo-
racao amarronzada, de alto peso molecular, podendo inibir o crescimento celular. O agucar é purifica-
do com acetato, para precipitar impurezas e pode conter alto nivel de zinco que é toxico para o teci-
do.

Glicose e frutose devem ser esterilizadas a frio.
b) Aminoacidos e amidas

A suplementacao pode ser realizada pela inclusdo de uma proteina hidrolisada ao meio. Qualquer efeito
benéfico pode ser avaliado pela substituicdo desta proteina por uma mistura de aminoacidos e ami-
das. Os aminoacidos e amidas tém importancia na amplificagdo das respostas morfogenéticas, pro-
porcionando maior crescimento e facilitando a diferenciacdo no sentido da regeneragéo. As formas
"L" dos aminoacidos sao de ocorréncia natural. A tirosina apresenta influencia na iniciacao de parte
aeérea em cultura de calos, L-arginina no enraizamento e L-serina na obtencao de embrides hapldides
mediante o cultivo de micrésporo. As amidas L-glutamina e L-aspagarina sao benéficas na obtencao
de embrides somaticos, e a cisteina € incluida, as vezes, como agente redutor.

c) Vitaminas

Vitaminas s&o compostos organicos que, em baixas concentragbes, desempenham fung¢des reguladoras
cataliticas no metabolismo celular. A vitamina mais comumente usada em cultura de tecidos ¢ a tia-
mina (B1). A tiamina é soluvel em agua. Outras vitaminas utilizadas incluem acido nicotinico (B3) e
piridoxina (B6). Embora as vitaminas sejam adicionadas ao meio antes da autoclavagem, a esteriliza-
¢ao a frio é recomendada.

 Vitamina A: nao utilizada nos meio pois, ainda nao foi ainda encontrada nas plantas.

* Riboflavina (Vit. B2): componente da coenzima FMN (Flavina mononucleotideo) e o FAD (Flavina-
adenina-dinucleotideo) que atuam em oxidagdes bioldgicas. Na fotossintese FMN participa do trans-
porte de elétrons (George, 1996).

* Tiamina (Vit. B1): atua no metabolismo celular devido a fungdo como coenzima na descarboxilagéo dos
cetoacidos. Ex: Piruvato e cetoglutarato (George, 1996).

« Acido pantoténico: E um dos componentes da coenzima A e exerce papel importante no metabolismo
de lipidios.
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+ Acido nicotinico (Niacina ou Vitamina B3): E um componente das coenzimas NAD e NADP importan-
tes na transferéncia de hidrogénio.

* Piridoxina, Piridoxal e Piridoxamina (complexo vit. B6): Fazem parte de coenzima metabdlicas de
aminoacidos. Estas vitaminas tém papel importante nas reac¢des de transaminacao e descarboxilagéo
(George, 1996).

* Biotina: atua no metabolismo do acido aspartico, e nas reacdes do ciclo de Krebs que levam a forma-
¢ao deste acido (Ammirato, 1983).

+ Acido ascérbico (vitamina C): Catalisador de fosforilizagéo fotossintética devido ao poder de oxidar e
reduzir facilmente (Santiago, 2001).

d) Outros suplementos organicos
- Misturas complexas:

Sao preparagbes obtidas de produtos naturais, de composigao indefinida, que servem para enriquecer o
meio de cultivo. A composicao destes produtos é de dificil determinacéo e de uso restrito a algumas
culturas e de dificil repeticdo experimental, quando as tentativas de adequacao nao forem suficientes
para promover determinado processo morfogenético. Em trabalhos de rotina, estas preparagdes po-
dem ser usadas caso estimulem respostas desejadas.

* Proteinas hidrolisadas: a mais comum é a caseina hidrolisada, por ser importante fonte de aminoaci-
dos. Outras também séao utilizadas: lacto-albumina hidrolisada, triptona, peptona, etc.

» Suco de laranja, tomate e outros: contém acido citrico e outras substancias de crescimento nao identi-
ficadas.

+ Leite de coco: E o endosperma de Cocus nucifera na fase liquida ou gelatinosa. E um suplemento bas-
tante usado. Recomenda-se que seja esterilizado a frio.

+ Extrato de leveduras: E fonte de aminoacidos e vitaminas.

* Polpa de Banana: usada na suplementacdo do meio de cultura de orquideas.

- Hexitois:

Os hexitois sdo compostos ciclicos com grupos —OH em todos os seis carbonos. O mais usado € o inosi-
tol, myo-inositol & a forma inativa e i-inositol é a ativa. O meso-inositol € uma mistura das formas d e I.
O inositol é considerado estimulador de processos de crescimento in vitro e pode servir como fonte
de carboidrato. Desempenha papel importante na biossintese do ciclitol, no armazenamento de com-
postos polihidricos como reserva, na germinagdo de sementes, no transporte de agucar, na nutricao
mineral, no metabolismo de carboidratos, na estrutura de membranas, formacao de parede celular,
homeostase de hormonios e no estresse fisioldgico (Santiago et. al. 2001).

- Compostos fendlicos:

Sao compostos derivados de fendlicos (mono-OH) e atuam em processos que promovem o desenvolvi-
mento aéreo enquanto que os derivados fendlicos (bi-OH) estdo envolvidos com a iniciagao de raizes
(George, 1996). Estas substancias atuam na degradacgao oxidativa do AlA. Por outro lado, compostos
fendlicos (bi-OH) inibem a degradagdo oxidativa do AIA, tendo efeito benéfico no enraizamento
(Santiago et. al. 2001).

- Acidos organicos:

A adicéo de acidos de compostos intermediarios do ciclo de Krebs, tais como malato ou citrato, € comum
em meio destinado a cultura de protoplastos (Santiago, 2001). Estes compostos parecem estar envol-
vidos na minimizagéo do efeito inibitor da aménia. Por serem solugcdes antioxidantes sao preparadas
usando uma mistura de 100 mg de acido ascoérbico e 150 mg de acido citrico, dissolvido em 1litro de
agua e sua esterilizagao é feita em filtro bacteriologico de 0,22 ou 0,45 micras (Ammirato, 1983; San-
tiago, 2001). O acido ascorbico e o acido citrico sédo usados para prevenir o escurecimento de tecidos
excisados de plantas.

- Purinas e Pirimidinas:

A concentragdo mais usada varia de 40 a 160 mg/L. As bases nitrogenadas citosina e guanina podem
também promover o crescimento de cultura de calo. A adenina ou o sulfato de adenina estimulam o
crescimento de brotagdes in vitro.
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4.2.3. Reguladores do crescimento vegetal

Para ocorrer o desenvolvimento ou a entrada de atividade de um determinado possesso é necessario a
sinalizagao especifica por reguladores de crescimento em sitios regulador por kinases.

O controle quimico da diferenciacao da parte aérea foi primeiramente observado em cultura de calo de
tabaco. Foi observada inibigdo na formagéo de gemas por auxinas, e reversao deste efeito estimulan-
do brotacdes utilizando-se adenina bem como o fosfato inorganico. Esta foi a constatacao de que o
processo de organogénese in vitro é controlado por substancias hormonais sendo que o desenvolvi-
mento de parte aérea, raiz ou calo é determinado pelo balanco entre auxinas e citocininas.

O balango de auxinas/citocininas em alto/baixo favorecem o enraizamento e o balango inverso promove a
formacgao de parte aérea. Concentragdes iguais promovem a produgao de calos.

As auxinas nos meios variam de 0,01 a 10 mg/L. As auxinas mais usadas sao AlA (acido indol-3-acético),
AIB (acido indol-3-butirico), ANA, 2,4-D, 2,4,5-T, 4-CPA e picloran. A auxina 2,4-D é bastante usada
para a inducao de calos e tem o efeito de supressdo da morfogénese. As auxinas 2,4-D e ANA sao
sintéticas e tém efeitos semelhantes as auxinas de ocorréncias naturais, sendo mais estaveis a de-
gradagéao. A auxina 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) e o picloran induzem a formagéo de calos em
monocotileddneas (Ammirato, 1983). As auxinas sao termo-estaveis, ndo decompondo quando auto-
clavadas. O AlA ¢é a auxina natural e a menos estavel, sendo destruido em pH baixo.

A ndo ser 0 2,4 D e ANA, as solugdes estoques ndo devem ser armazenadas por mais de uma semana.
A dissolugao das auxinas € feita em NaOH 1N. Utiliza-se 0,3 mL desta base para dissolver 10 mg de
auxina.

As citocininas s&o derivadas da adenina
(aminopurina) e tém um papel fun- o Q
damental na diferenciagéo e regene- ) cH _".::_DH L CH.CH,GH, -C-OH
racdo de plantas na maioria das es- S e i L
pécies (Santiago, 2001). Induzem a Lﬁ M T
divisdo celular, proliferagdo e morfo- = n
génese da parte aérea. As citocini-
nas mais usadas em cultura de teci-
dos séo a cinetina (CIN), benzilade-
nina (BA), zeatina (Zea), isopentenil i
adenina (2ip) e thidiazuron (TDZ). 0 j‘:'"z =C-0OH

O &acido giberélico (GA3) é usado, algu- ik =
mas vezes, em cultura de meriste- e o
mas, na recuperacado de plantas li- I;\_/T\f_,jl Y
vres de virus. O GA3 deve ser dis- = o
solvido em agua com pH ajustado a c- AHA 24D
5,7 ou em base (NaOH 1N). As solu-
¢cdes de GA3 devem ser esteriliza-
das em filtro bacteriolégico uma vez F
que esta substancia se decompde
por autoclavagem. As solucdes es-
toques devem ser preparadas na
hora.

O acido abscisico (ABA) esta envolvido
na dorméncia e abscisao de folhas e
frutos. Na cultura de tecidos o papel
deste composto aesta envolvido
principalmente na maturacdo de em- CH,
brides obtidos na embriogénese so- ,
matica. Este composto € termo- CH, HM*”J hﬁl
estavel e fotossensivel, recomenda- ,,[ ’

I+
CIGHQ'CHE—TI—GHQ = n)

CH,

Figura 06 — Estrut imica dos principai lado-
igura strutura quimica dos principais regulado cce cist+JABA

res de crescimento vegetal.
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4.2.4. pH
O pH dos meios nutritivos em culturas de células vegetais € normalmente ajustado com HCI ou Na-
OH, depois de adicionar todos os componentes para um valor ligeiramente acido, entre 5 e 6
(normalmente 5,8)(Torres, 1998). Recomenda-se este valor para formulagdes liquidas. Em meios
gelificados com agar, o pH deve ser ajustado em 5,7, pois em pH 5,0, ocorre a hidrélise de polissa-
carideos, enquanto que em pH 6,0-6,2 verifica-se a precipitagéo de sais (George, 1996). No ajuste
do pH, lava-se primeiramente o eletrédo e, em seguida, faz-se a leitura em tampao 4,0. Posterior-
mente lava-se o eletrédo e desta maneira o potenciémetro estara calibrado para uso. O pH varia du-
rante o periodo de cultura.

4.2.5. Materiais de suporte

a) Agar
Agar é um polissacarideo obtido pela purificagdo de algas marinhas. A concentragdo usada varia de
0,6% a 1% (de 6 a 10 g/L). O agar impuro é constituido de polissacarideos, aminoacidos, sais, agu-
car, etc., devendo ser lavado em agua destilada antes de ser usado. O agar ¢é alcalino, liquido a
temperatura de 80°C e se solidifica & 40°C. E necessario a aquisicdo de agar de boa qualidade, pois
podem ser toxicos em algumas condi¢des de cultivo (Guerra, 2002).
Outros produtos gelificantes sao Gelrite (Calbiochem) e Phytagel (Sigma). Sdo mais puros que o
agar e provenientes de fermentagdes bacterianas (George, 1996). Usados na concentragao de 0,2%
(2 g/L). Citam-se que estes produtos podem causar vitrificagdo em algumas espécies.
Alguns laboratérios fazem o uso de polvilho de mandioca ou de milho (maizena) como gelificantes,
porém apresentam restricdes quanto a longevidade por degradar ao longo do cultivo.

b) pontes de papel
Em muitas cultura ndo é possivel utilizar agentes geleificantes ao meio e também nao é possivel o
uso em imersao em meios liquidos, nestes casos entdo, usa-se pontes de papel com meios liquidos.
Utilizado principalmente no resgate de embrides imaturos e no cultivo de ovarios.

¢) Outros produtos: poliacrilamida, silica gel e papel de filtro.

4.2.6 — Carvao ativado
E um po bastante fino e de cor escura, sendo utilizado para eliminar substancias téxicas produzidas
pelo explante. Concentragdes em torno de 0,3% sao usadas quando se deseja enraizamento in vi-
tro, pois auxiliam na acao das auxinas e promovem a fixagdo dos compostos fendlicos produzidos
pelo explante. Sugere-se, em alguns casos, aumento da concentragao de auxina, quando na pre-
senca de carvao ativado. A pureza deste produto é variavel.

4.3 PREPARAGAO DOS MEIOS
O preparo de solugdes estoque tem por objetivo facilitar o preparo final dos meios de cultivo e preci-
sao na dosagem dos componentes.
Normalmente se mantém os macronutrientes em solug¢des estoque em concentragdes 10 vezes su-
perior ao da concentragao final (Torres, 1998). Para os micronutrientes as solugbes estoques séo de
1000 vezes superior. Para o quelato EDTA Fé a solugao estoque é de 50 vezes. As porgdes sao
mantidas em geladeira e por um periodo nao superior a uma semana para a maioria das solugdes
estoques, principalmente aquelas que apresentam precipitagao.
Solugbes estoques de vitaminas devem ser mantidas em geladeira ou em congeladores.
Recomenda-se montar estoques de sais minerais (conjuntos de macrtonutrientes e micronutrientes),
Fe EDTA, misturas organicas e reguladores de crescimento.
A sacarose e o mio-inositol sdo pesados e preparados no momento do preparo do meio.

4.4. QUANTIDADE DE MEIO
Como regra geral, quanto menor o explante, menor a quantidade de meio a ser utilizado. Devem ser
considerados principalmente as exigéncias de luminosidade, temperatura, trocas gasosas e acumu-
lo de produtos téxicos no meio, que serao discutidas na morfogénese.
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4.5. DESINFETANTES E ESTERILIZAGAO DO MEIO DE CULTURA
Os desinfestantes mais comumente usados em cultura de tecidos de plantas estao apresentados na

tabela 2.
Tabela 2: Desinfestantes mais comumente usados em cultura de tecidos de plantas. (Extraido do Catalo-

go da Sigma).

Desinfestante Concentracao(%) Exposigao (min.)

Hipoclorito de Calcio 9-10 5-30

Hipoclorito de Sédio 0,5-5,0 5-30

Agua Oxigenada 3-12 5- 15

Alcool etilico 70-95 5-15

Nitrato de prata 1 5-30

Cloreto de mercurio 0,1-1,0 2-10

Tabela 3: Periodo minimo recomendado para esterilizacdo de meio para cultura de tecidos de plantas.
(Extraido do Catalogo da Sigma).

Volume por recipiente (ml) Tempo de autoclavagem (min.)

25 20
50 25
100 28
250 31
500 35
1000 40
2000 48
4000 63
121°C e 1,05kg/cm/cm2 = 105kPa
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5.1. ORGANOGENESE

A organogénese relaciona-se com a obtencao de eixos caulinares monopolares originados de ge-
mas pré-existentes ou neoformadas. Estes eixos caulinares sdo induzidos ao enraizamento in vitro
ou ex vitro resultando em plantulas completas que podem ser entdo aclimatizadas. A organogénese
pode ser direta ou indireta. No primeiro caso, a partir de um explante primario ha a formag¢ao de um
eixo caulinar a partir de gemas apicais, laterais ou axilares. No segundo caso ocorre a desdiferenci-
acao do explante, resultando na formacgao de calos, que podem ser definidos como a proliferagdo de
células nao diferenciadas massas, originado meristemaoides (Thorpe, 1980). Para finalidades de mi-
cropropagacao clonal a formagéao de calos é indesejavel uma vez que a constituigdo cromossémica
deste material €, em geral, instavel, podendo originar variantes genéticos, por meio de um processo
chamado variagdo somaclonal (Larkin & Scowcroft, 1981). Neste caso, o periodo de crescimento
desorganizado deve ser 0 menor possivel, ou preferencialmente eliminado (Street, 1975; Murashige,
1977).

A possibilidade de manipulacédo da organogénese depende do tipo e concentragéo relativa dos regu-
ladores de crescimento, como indicado pelo ja classico trabalho de Skoog e Miller (1957). Estes au-
tores observaram que a relagao entre a auxina e a citocinina no meio de cultura era responsavel pe-
la resposta organogenética em tecidos medulares de tabaco. Desta forma meios de cultura conten-
do concentragdes mais elevadas de citocininas promoviam a formacgao de brotagdes aéreas ou ei-
xos caulinares; meios de cultura contendo niveis mais elevados de auxinas induziam a formagéao de
raizes e em concentracdes equimolares destes reguladores de crescimento verificava-se a forma-
¢ao de calos.

A selecao de uma planta matriz e de um explante adequado é condigao fundamental para orientar
os padrao de morfogénese (Thorpe, 1980). Murashige (1974) discutiu os varios fatores que devem
ser considerados nesta selegao, tais como o 6rgéo da planta a ser utilizado como fonte de explante,
a idade fisioldgica, a época do ano em que é feita a coleta e as condi¢des gerais da planta doadora.

5.1.1. SISTEMAS ORGANOGENETICOS

O termo cultura de 6rgaos é usado para todos os tipos de cultura nos quais uma forma organizada
de crescimento pode ser continuamente mantida. Inclui o isolamento asséptico de estruturas defini-
das como primardio foliar, flores imaturas e frutos, e seu crescimento in vitro. Para a micropropaga-
¢ao os mais importantes tipos de culturas de 6rgaos sao:

a) Cultura de meristema

Consiste no estabelecimento do domo meristematico apical sem os primérdios foliares. A brotacao
apical tipicamente cresce, originando um unico broto.

b) Cultura de apices caulinares
E o estabelecimento in vitro a partir de brotacdes apicais maiores do que aquelas utilizadas para ini-

ciar a cultura de meristema, tendo alguns primordios foliares. Essas brotagdes apicais podem produ-
zir multiplas brotagoes.

c) Cultura de segmentos nodais

Os segmentos nodais sao constituidos de gemas laterais isoladas, segmentos de caule com uma ou
multiplas gemas. Cada gema desenvolve para formar uma unica brotagéo.

d) Cultura de embrides

E iniciada a partir de embrides zigéticos extraidos de sementes. Os embrides germinam originando
brotos.

A cultura de meristema e a cultura de embrides s&o descritos com mais detalhes a seguir.
5.1.1. Cultura de meristemas apicais

Esta técnica compreende o isolamento e a inoculagédo do domo apical e alguns primordios foliares,
ou do meristema (figura 5) isoladamente (0,10 a 0,20 mm de comprimento). Usualmente, a cultura
de meristema refere-se ao crescimento do domo apical da brotacao, excluindo as folhas primordiais.
O meristema n&o apresenta foliolos, sendo constituido por duas regides diferentes, tlnica e corpus.
A tanica é constituida de uma a trés camadas de células, a mais interna forma a epiderme e as ou-
tras duas restantes dao origem a folha ou somente a epiderme foliar.

I EEEEEEEEE——
APOSTILA DE BIOTECNOLOGIA—CCA/UFSC— MP GUERRA & RO NODARI; EDICAO DA STEINMACHER (2006) Pagina 13



O corpus é a camada mais interna, responsavel pela
formacéao do restante da planta. O plano de divisao da
tunica é anticlinal e do corpus € periclinal. O objetivo
neste caso € a producao de uma microplanta enraizada
que deve ser livre de virus, fungos e bactérias. Quanto
menor for o explante mais efetiva sera a eliminacao de
patdgenos. Esta técnica tem obtido sucesso com mui-
tas plantas herbaceas exploradas economicamente,
como cravo, crisantemo, batatinha, batata-doce, mandi-
oca, banana. No caso do morango a simples utilizagao
de mudas obtidas por cultura de meristemas propiciou
um aumento na produtividade de 3 para 12 t/ha em la-
vouras do RS (Peters, 1986). Atualmente com a intro-
ducédo de tecnologias adicionais na cadeia produtiva do
morango, ja séo obtidas produtividades de até 80 t/ha,
em cultivos no RS, SC e SP. Para plantas lenhosas a
cultura de meristemas apresenta algumas dificuldades
havendo a necessidade de utilizagao de técnicas auxili-
ares como a microenxertia (Hartmann et al., 1990).

A histdria da erradicacdo na cultura de tecidos de virus
iniciou em 1934 quando White observou que sub-
cultivos de segmentos de raizes de plantas infectadas
por virus, levavam a sua eliminagao. Observou-se pos-
teriormente que a gema apical de crescimento também
se encontrava livre de virus. Morel e Martin Lo, na dé-
cada de 40, cultivaram meristemas caulinares de plan-
tas infectadas, obtendo sucesso. Hoje esta técnica é
universalmente utilizada e apresenta grande impacto
na producao agricola vegetal.

Em uma planta infectada, a concentragao de virus nao
€ uniforme e € maior em tecidos maduros e menor em
tecidos meristematicos. Na primavera quando o cresci- $ifgi
mento é intenso, os meristemas alongam-se rapida- i
mente e a concentragado de virus é menor.

Figura 09 - Seccdo longitudinal do meristema apical do caule de Coleus sp. |
Seta grossa = gema axilar; seta fina = protoderme; cabeca de seta =
procambio; MF = meristema fundamental; PM = promeristema. Barra =
500 mm. (Apezzato, 2003).

Estudos demonstram que plantas obtidas por cultura de tecidos estéo livres de virus. A hipotese mais a-
ceita para a auséncia de virus nestes tecidos diz que a interrupcédo temporal da organizagdo normal do
tecidos meristematicos, ocasiona uma inibicdo da multiplicagdo do virus devido a nao disponibilidade de
enzimas chaves. Esta hipotese do efeito da desorganizacao celular foi reforcada pela presenca de baixas
concentragdes de virus em calos friaveis de tabaco, quando comparados com calos compactos e com
maiores niveis de organizacdo. Além disto, a auséncia de tecido vascular na regido do meristema apical,
a presenca de conexdes plasmodesmaticas em dimensbes diminutas nestas células e o ritmo ativo de
divisbes celulares nesta regido, também sao fatores que podem explicar a baixa concentragdo ou a au-
séncia de virus nesta células. O processo ativo de divisao celular poderia utilizar a maior parte da energia
para a formacao de macromoléculas e componentes celulares estruturais, deixando os virus em condi-
¢bes pouco competitivas para a propria multiplicagcao. Comprovou-se também que a concentragao de vi-
rus aumenta na regido sub-apical dos meristemas de plantas tratadas com substancias inibidoras de
crescimento, as quais reduzem as taxas de divisao celular.

Em resumo, a inexisténcia de virus nos meristemas apicais pode ser atribuida aos seguintes aspectos:

a) O domo apical mantém certa distancia das terminagdes vasculares e, nestas condigdes os virus neces-
sitariam passar de célula a célula até o domo apical;
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b) Quando as células meristematicas do domo apical estdo em diviséo ativa, o RNA do virus ndo conse-
gue introduzir-se no genoma destas células;

c) Células meristematicas podem ter sistemas quimicos de inativagéo, que podem ser potencializados em
meristemas isolados;

d) Altas concentragbes de auxinas presentes nos meristemas caulinares seriam responsaveis pela au-
séncia de virus.

A propagacao massal das plantas isentas de viroses podera ser feita através de outras técnicas como as
gue sao descritas posteriormente.

5.5.1.1. Aplicagoes da cultura de meristema

A cultura de meristemas é utilizada para estudos do efeito de fitorreguladores na iniciagao foliar € no es-
tudo do florescimento, na propagagao vegetativa para obtengéo de plantas livres de patogénos e, na mul-
tiplicagéo clonal rapida. Os meristemas sdo amplamente utilizados na limpeza pois estes materiais séo
livres de virus. Isto é explicado pélos seguintes fatos:

a) Crescimento continuo do tecido. A divisdo celular é intensa, o que aumenta a competicao por metabali-
tos e desta forma o virus nao tem energia suficiente para sua multiplicagao.

b) Auséncia do tecido vascular (floema e xilema) no meristema. E muito dificil a passagem do virus célula
a célula (o DNA do virus € maior que o plasmodesmata).

Varios fatores sdo determinantes para se obter sucesso na limpeza. Dentre estes, pode-se destacar:

* Tamanho ideal do meristema: de 0,1 a 1 mm. Menor tamanho implica hum maior sucesso na limpeza,
mais a sobrevivéncia € menor;

* Localizacao do explante: explantes retirados da ponta do broto estdo em um estadio mais jovem de de-
senvolvimento do que explantes da base;

« Epoca de coleta: os explantes devem ser de fase de crescimento ativo.

5.1.1.2. Proliferacao de gemas axilares (segmentos nodais)

Esta técnica é fundamentada pela indugéo das gemas laterais existentes. Inclui o isolamento e a inocula-
¢ao de segmentos nodais contendo gemas vegetativas axilares, propiciando a multiplicagdo direta
(auséncia de calo) de brotagdes que podem ser separadas em microestacas para enraizamento in vitro
ou in vivo. Este procedimento pode originar respostas de propagacdo massal em progressao geometrica.
Por ser um sistema direto, apresenta menores possibilidades de gerar variantes somaclonais. Um dos
exemplos de utilizagdo desta técnica é a propagacao clonal do abacaxi através da liberacao das gemas
axilares. Atualmente € um sistema utilizado em laboratérios junto a viveiros comerciais de espécies le-
nhosas, pois é facil de facil manipulagcao e de alta taxa de regeneracao de explante. Além disso, o materi-
al vegetal mantém as caracteristicas genéticas com quase auséncia absoluta de variagdes epigenéticas.

5.1.2. INDUGAO E PROLIFERAGAO DE GEMAS ADVENTICIAS

Consiste na indugao e formacgéao direta ou indireta de meristemoides a partir de discos foliares, apices
caulinares ou radiculares, segmentos caulinares nodais e internodais, cotilédones, hipocaétilos e outras
estruturas de plantulas, segmentos de flores e inflorescéncias imaturas (monocotiledéneas: Gladiolus,
Hemerocallis, Iris, Freesia; Dicotiledéneas: Gerbera, Chrysanthemum), escamas de bulbos (tecidos me-
ristematicos na placa basal). Neste modelo, a escolha do explante e o tipo e concentragdo do regulador
de crescimento determinam o sucesso da iniciacdo das brotagdes adventicias. No caso de iniciagao dire-
ta, algumas células parenquimaticas epidérmicas ou sub-epidérmicas tornam-se meristematicas e grupos
celulares (meristemdides) com forte reagdo a corantes especificos se desenvolvem. No modelo indireto
ocorre a desdiferenciagéo das células parenquimaticas e a organizagdo dos meristemoides e as brota-
¢cOes adventicias surgem a partir da periferia dos calos.

Este modelo organogenético resulta nas maiores taxas de multiplicacdo, sendo de uso mais geral e co-
mum em plantas horticolas. Por outro lado ele pode originar a produgdo de variantes ou quimeras por es-
tar baseado na formagéao de calos. Outro uso frequente deste modelo € o co-cultivo com Agrobacterium
em técnicas de transformacgéao de plantas.

5.1.2. ESTAGIOS E MODULAGCAO DA ORGANOGENESE

A microproagacéo de plantas através da cultura de tecidos pode ser operacionalizada em uma sequéncia
laboratorial de trés estagios, cada qual apresentando objetivos, pressuposi¢coes e necessidades especifi-
cas em termos de composicdo dos meios de cultura, tipo e balango dos reguladores de crescimento e

condicoes fisicas como luz, temperatura, foto periodo.
. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Em condic¢des laboratoriais cada estagio deve ser identificado e as condi¢des 6timas devem ser estabele-
cidas (Murashige 1974). Debergh e Read (1991) propuseram a inclusao do estagio 0 nesta sequiéncia de
operacoes e, desta maneira, a inducao e a expressao de respostas organogenéticas in vitro deve obede-
cer aos passos listados a seguir:

Estagio 0 - Consiste em selecionar e cultivar a planta matriz doadora de explantes em condigbes ade-
quadas e, eventualmente, controladas. Isto significa que pode ser necessario modificar as condigdes de
fotoperiodo e temperatura, ou aplicar a essa planta fitorreguladores do grupo das giberelinas e auxinas,
alterando com isto a sua condicao fisiolégica.

Estagio | - Consiste no estabelecimento da cultura asséptica. O objetivo deste estagio é a definicdo do
tipo de explantes a ser utilizado, o estabelecimento de culturas isentas de microorganismos contaminan-
tes, a obtencao de altos indices de sobrevivéncia e de rapido crescimento dos explantes. Neste estagio
torna-se necessario monitorar e controlar as reacdes de oxidagcao que ocorrem: a) pela oxidagdo de com-
postos fendlicos presentes no explante, como resposta ao ferimento provocado pela excisao de um érgao
ou tecido e; b) pela sintese de compostos mono e poliméricos por parte do explante. A incubacao destas
culturas na auséncia da luz por alguns dias pode inibir os processos oxidativos.

Estagio Il - Multiplicagao: este estagio € fundamentado na divisao e diferenciacao celular, objetivando a
obteng¢ao de uma plantula, de acordo com as diferentes rotas morfogenéticas possiveis. De maneira geral
procura-se promover a liberacdo de gemas axilares pré-formadas ou a indugcao de gemas adventicias.
Em muitos casos estagios intermediarios de calo estdo envolvidos, contudo, quando o objetivo € a manu-
tencéo da conformidade clonal, a passagem por estagios de calo deve ser evitada, tendo em vista a pos-
sibilidade de ocorréncia de variagdes somaclonais. Neste estagio deve-se determinar o numero e interva-
lo de sub-cultivos, bem como determinar e otimizar a taxa de multiplicagao, ou seja, o numero de gemas
ou de eixos caulinares que podem ser obtidos a partir de cada inéculo nos sub-cultivos. Para bananeira e
abacaxizeiro, partindo-se de gemas apicais e laterais respectivamente, a taxa média de multiplicacéo é
de 10 eixos caulinares a cada sub-cultivo realizado a cada 20 dias. A experiéncia adquirida com esses
dois sistemas indica que podem ser efetuados cinco sub-cultivos com certa garantia de manutengéo de
fidelidade clonal. A partir deste sub-cultivo podem aparecer mutantes ou variantes somaclonais. No Labo-
ratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal do Depto. de Fitotecnia do CCA/UFSC, nao
foram observadas alteragbes morfoldgicas na organogénese do abacaxizeiro até o quinto sub-cultivo, a
partir do qual se identificaram mutantes, na frequéncia de 1 para 700.

As condi¢cbes ambientais neste estagio relacionam-se com a temperatura, cuja faixa 6tima esta entre 22 e
270C para plantas de clima temperado e tropical, respectivamente. O periodo de luz deve permanecer
em torno de 16 a 18 horas em intensidades luminosas médias de 5 W.m-2.

Estagio lll - Nesta fase busca-se o elongamento, a indugao e iniciagcao radicular e a preparacao para a
aclimatizacdo. O objetivo deste estagio € a preparagédo para a conversao das condi¢coes heterotréficas
para autotroficas. As estratégias deste estagio incluem eventuais inclusées no meio de cultura de: a) GA3
para induzir o elongamento de eixos caulinares; b) AIB para induzir a iniciagéo radicular e; c) carvao ati-
vado para favorecer a iniciagao radicular. Redugdes nas concentragdes dos sais e das fontes de carboi-
dratos do meio de cultura podem trazer beneficios a iniciagao radicular, bem como facilitar o processo de
aclimatizacéo.

Tendo em vista que este estagio da cultura in vitro pode representar 30 a 60% do custo de uma planta
micropropagada, muitos laboratérios preferem promover o enraizamento ex-vitro e esta estratégia deve
ser considerada sempre que possivel. O emprego da técnica da dupla-camada que consiste em adicionar
uma pequena quantidade de AIB sobre a superficie do meio sdélido, para que ocorra a inducao radicular
dos eixos caulinares tem gerado execelentes resultados em muitos sistemas.

Estagio IV - Aclimatizacao: Neste estagio ocorre a transi¢cao da condi¢ao heterotréfica para autotrofica. O
principal objetivo neste estagio € diminuir ao maximo as perdas que ocorrem principalmente pela desidra-
tacao dos tecidos da microplanta. O emprego de estufas, tuneis plasticos, sistemas de nebulizacao e de
antitranspirantes deve ser considerado para cada situagcao, tendo em vista que as plantas neste estagio
normalmente ndo apresentam estdmatos funcionais e suas folhas tem reduzida capacidade de formacéao
cuticulas cerosas protetoras.

Composicoes adequadas de substratos também sao importantes e na maior parte dos casos 0 emprego
de areia, terra, vermiculita, casca de arroz carbonizada isoladamente ou em misturas proporcionais, re-
sulta em elevados indices de sobrevivéncia.
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De maneira geral este estagio inicia com a retirada das plantulas dos frascos e a cuidadosa remogao por
lavagem de residuos de meio de cultura solidificado junto ao sistema radicular. Um segundo passo con-
siste em repicar estas plantulas para bandejas de isopor contendo o substrato autoclavado, cuja composi-
cao foi previamente determinada. O terceiro passo consiste em manter estas bandejas, por periodos de
até 15 dias, em sala de cultura cuja temperatura e duracéo e intensidade luminosa possam ser controla-
das. A manutencado de uma camara Umida sobre as bandejas pode ser feita pela utilizacao de filmes plas-
ticos em cobertura. Posteriormente, transfere-se esta bandeja para uma estufa com sistema de nebuliza-
cao intermitente por periodos médios de 15 a 30 dias, podendo-se apods, repicar estas plantulas para sa-
cos plasticos contendo uma mistura convencional nao autoclavada de solo argiloso, arenoso e matéria
organica e manté-las em condicao de ripado ou cobertura com sombrite que deixem passar em torno de
50% da luminosidade. Por fim procede-se uma retirada gradual da cobertura para que as mudas sejam
submetidas as condigdes normais que se verificam apos o transplante para o local definitivo. E importante
salientar que determinada seqléncias destas operagcdes podem ser eliminadas em algumas espécies.
Para abacaxizeiro, por exemplo, o segundo passo anteriormente descrito pode ser eliminado e ndo ha a
necessidade de ser feita a repicagem para sacos plasticos, podendo as mudas ser comercializadas ou
enviadas ao campo nas bandejas de isopor. Torna-se necessario, portanto, estabelecer procedimentos
especificos para cada espécie a ser trabalhada em um laboratério de micropropagacéo.

5.1.3. CULTURA DE EMBRIOES

A cultura de embrides pode ser definida como o isolamento estéril e crescimento de um embrido imaturo
ou maturo in vitro, com o objetivo de se obter uma planta viavel.

Embrides zigoticos ou de sementes sado frequentemente usados vantajosamente como explantes em cul-
tura de tecidos, por exemplo, para iniciar a cultura de calo. Em cultura de embrides, entretanto, os embri-
Oes sao retirados das sementes e sdo individualmente isolados e "germinados" in vitro desenvolvendo
uma planta por explante. A cultura de embrides isolados pode ajudar na producao rapida de plantulas de
sementes que apresentam dorméncia embrionaria ou embrido imaturo.

5.1.3.1.Tipos de cultura de embrides:

a) Cultura de embrido imaturo

Originado de sementes imaturas, € usado para evitar o abortamento natural. E mais dificil, devido a exci-
sdo e meio de cultura mais complexo.

b) Cultura de embriées maduros

Originado de sementes maturas, € usado para evitar a inibicdo de germinacao de semente.

5.1.3.2. Estadios de desenvolvimento do embrido

Quanto mais imaturo for o embrido maior sera o requerimento nutricional. No estadio globular ha requeri-
mento de meios mais complexo (fitormdnios, altas concentracdes de agucares, agua de coco, etc.). Antes
do formato de coragao, os embrides sao bastante heterogéneos, néo sintetizando fitorménio ou mobili-
zando compostos de carbono.

No estadios heterotroficos, os embrides requerem sais, agucares, vitaminas, nitrogénio, citocininas, auxi-
nas, agua de coco (algumas substancias podem ser opcionais). Quando aumentam de tamanho, tornam-
se autotroéficos e neste estadio requerem um meio mais simples.

Os embrides geralmente requerem alta taxa de acucar (fonte de carbono e agente osmatico), pois tém
um potencial hidrico muito negativo (conteudo alto de sélidos). Uma alternativa para resolver a dificuldade
imposta pelo potencial hidrico do embrido é fixar a sacarose e elevar o teor de manitol (agente osmatico).

5.1.3.3 Fatores que afetam o sucesso da cultura de embrido

1) Genétipo: em algumas espécies o embrido cresce facilmente enquanto que em outras € muito dificil
(ha também diferengas entre cultivares de uma espécie).

2) Estadio de desenvolvimento do embrido no isolamento: é muito dificil desenvolver embrido muito
pequeno in vitro.

3) Condicao de crescimento da planta-mae. crescer a planta-mae em condi¢cdes controladas resulta
em um melhor desenvolvimento do endosperma, portanto melhora o crescimento do embrido isolado.

4) Composicao do meio: embrides imaturos requerem uma composi¢gao mais critica do que embrides
maturos. Em ambos (maduro e imaturo) os macro e microelementos séo importantes.
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Os meios usados sao soélidos: MS, White e 85, em uma faixa de pH entre 5 a 6. Carboidratos
(sacarose, usada na concentragédo de 2-3% e 8-12% para embrides maturos e imaturos, respectivamen-
te) sdo fontes de energia e também agem abaixando o potencial osmotico, especialmente em embrido
jovens.

O agar é usado em concentragdes entre 0,6 a 0,8% (valores abaixo resultam em inibicdo de crescimen-
to). Os reguladores de crescimento auxinas e citocininas geralmente ndo sdo usados. As vezes se utiliza
giberelina. Substancias de contribuigdo complexa como a agua de coco sao bastante utilizadas, especial-
mente para embrides imaturos.

5) Luz: fator pouco estudado. Algumas vezes mantém-se o embrido isolado no escuro por 7 a 14 dias.

6) Temperatura: a temperatura 6tima € dependente da espécie, variando, geralmente entre 22 e 28°C).

5.1.3.4. Aplicagoes praticas da cultura de embrides

a) Eliminacgao da inibicao (dorméncia) da germinacao de semente

Em algumas espécies é absolutamente impossivel obter a germinacado in vivo devido a caracteristicas
genéticas ou fisioldgicas.

b) Recuperagao de hibridos de cruzamentos incompativeis

No melhoramento, cruzamentos interespecificos e intergenéricos para transferir genes de interesse da
espécie selvagem para a cultivada (aumenta a variabilidade genética) podem produzir embrides abortivos
devido a incompatibilidade.

Isto ocorre também em cruzamentos onde existam barreiras pré ou pés-zigéticas (sementes murchas e
embrides abortivos). Os embrides hibridos sao salvos e removidos antes que ocorra o aborto e, posterior-
mente cultivados in vitro.

¢) Superacao da dorméncia das sementes

Em algumas sementes ocorrem inibidores quimicos endégenos ou ha requerimentos especificos de luz e
temperatura ou ainda a resisténcia fisica presente nas estruturas que recobrem o embrido. A cultura de
embrides € uma alternativa para superar estes problemas.

d) Superacao da esterilidade das sementes.

As causas de ocorréncia de sementes estéreis em algumas espécies podem ser o desenvolvimento in-
completo do embrido, mutacdes das estruturas que cobrem o embrido ou algum tipo de dorméncia recal-
citrante para a qual nenhum método tem sido desenvolvido.

e) Germinagédo de sementes de parasitas obrigatérios. Sem o hospedeiro, € impossivel a ocorréncia in
vivo. Assim também a retirada dos embrides e cultivo in vitro pode suprir esta necessidade, permitindo o
desenvolvimento de plantas.

f) Prevengao do embrido abortivo que ocorre com o amadurecimento precoce de frutos carnosos

Em cruzamento dos frutos (péssego, ameixa, cereja) o transporte de agua e nutrientes para o embrido
imaturo é algumas vezes cortado muito cedo, ocorrendo o aborto.

g) Propagacao vegetativa

Devido a sua natureza juvenil com alto potencial regenerativo, embrides sdo excelentes explantes para
propagacao clonal in vitro. Especialmente para coniferas e gramineas.

5.1.4. MICROENXERTIA

Esta técnica (figura 10) consiste em excisar de uma planta matriz uma gema apical ou o meristema pro-
priamente dito que é enxertado sobre uma plantula porta-enxerto que foi obtida em condi¢des assépticas.
Sua principal aplicacao € a eliminacao de viroses e de outros microorganismos de natureza sistémica que
tendem a se acumular em plantas propagadas vegetativamente, quando da impossibilidade de se usar a
técnica de cultura de meristemas

Na citricultura esta técnica tem sido empregada rotineiramente nos laboratérios de micropropagacgao por-
que no sistema tradicional baseado na propagacao de clones nucelares de espécies poliembridnicas, o
tempo necessario para a superagéo da juvenilidade € muito longo. Além disto, em espécies monoembrid-
nicas ocorre variabilidade genética uma vez que o embrido pode ser resultante de um processo de fecun-
dacao cruzada.

A termoterapia também pode ser empregada para a limpeza de virus em plantas de propagacao vegetati-
va, contudo nem todas as plantas apresentam-se isentas dos virus apds serem submetidas a este pro-
cesso.
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Figura 10 — Microenxertia da cultivar de maga
Gala sobre porta enxerto Marubakaido. LFDGV.
Fitotecnia. UFSC/CCA, 2002.

5.2. EMBRIOGENESE SOMATICA

Uma das mais claras demonstracdes da totipotencialidade em células de plantas superiores € a obtencao
de estruturas embrionarias bipolares em sistemas in vitro. De maneira geral este modelo morfogenético
inicia com a selegao e ativagéo de células embriogenéticas competentes (modelo direto) ou com a indu-
cao destas células (modelo indireto) e progride através de seqiiéncias idénticas aquelas observadas para
a embriogénese zigoética. Na definicao de Haccius (1978) embriogénese somatica ou adventicia é o pro-
cesso pelo qual novos individuos se originam a partir de células simples, que ndo séo produto da fusao
de gametas e que ndo apresentam conexdes vasculares com os tecidos maternos.

A iniciacao e o desenvolvimento de embrides somaticos em sistemas in vitro foi obtida quase simultanea-
mente por Steward et al. (1958) e por Reinert (1959) em Daucus carota. No final dos anos 70, a ocorrén-
cia deste padrdo morfogenético ja era relatada para 32 familias, 81 géneros e 132 espécies vegetais.
Existem claras evidéncias de que a ocorréncia da ES in vitro é favorecida por uma adequada manipula-
¢ao de uma auxina forte no meio de cultura. O 2,4-D parece ser esta auxina na maior parte dos sistemas
experimentais. Segundo Vasil (1982), a competéncia embriogenética é aparentemente adquirida durante
o periodo inicial em cultura na presencga de altos niveis desta auxina. Contudo a expressao da embriogé-
nese somatica somente ocorre na presenca de baixos niveis deste regulador de crescimento.

5.2.1. EMBRIOGENESE SOMATICA ADVENTICIA

Ocorre a partir de células ou calos originados em aparatos reprodutivos. As células que iniciam o proces-
so (células-maes) sao proembriogeneticamente determinadas (PEDC). Exemplos ilustrativos deste siste-
ma incluem a regeneragao a partir do tecido nucelar em citros (Button & Kochba, 1977), de évulos imatu-
ros de mamao (Litz, 1987) e de videira (Mullins, 1987). Embrides adventicios podem ter origem direta a
partir de células simples localizadas na epiderme dos embrides zigoticos, via alteracdo nos planos de di-
visdo, como é o caso do palmiteiro (Guerra e Handro, 1988), ou indireta a partir de calos de embrides zi-
goticos de cacau (Pence et al., 1979).

5.2.2. POLIEMBRIOGENESE SOMATICA

E uma forma de multiplicagdo que captura o processo natural de reconstituicio do embrido zigético. Inicia
com o transplante para culturas in vitro de massas suspensor-embrionarias, que sdo massas celulares
derivadas dos primeiros estagios da embriogénese zigoética. A correta manipulagado deste sistema permite
a clonacdo em larga escala destas células em um ciclo repetitivo. A alteragdo das condi¢des de cultura
permite a progressao destes pré-embrides para estagios subsequentes (ciclo de maturagao) e a obtengao
de um grande numero de embrides somaticos que podem ser encapsulados em capsulas de hidrogel pa-
ra armazenamento ou semeadura (sementes artificiais ou sintéticas). Este processo é distinto daquele
verificado para a embriogénese somatica adventicia porque os estagios de desenvolvimento ocorrem
sem a necessidade de se excisar um tecido, induzir a desdiferenciacéo e a posterior rediferenciacao celu-
lar, o que implica dizer que na poliembriogénese somatica nao ha formacao de calos.
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Além disto, algumas das células transplantadas podem dividir-se sem a necessidade da adi¢ao de regula-
dores de crescimento ao meio de cultura. Este fenbmeno ¢é atribuido a superioridade genética e aos altos
niveis endogenos de fitorreguladores nestas células.

A poliembriogénese somatica é de ocorréncia ampla nas gimnospermas, mas pode ocorrer também em
angiospermas. Revisdes completas sobre o assunto sao encontradas nos artigos de Gupta e Durzan
(1986) e Durzan e Gupta (1988) e no livro "Plant Morphogenesis" de Sinnot (1960).

5.2.3. EMBRIOGENESE SOMATICA INDUZIDA

Este modelo resulta de calos e suspensodes celulares depois que o tecido matriz (explante) € submetido a
tratamentos que induzem competéncia embriogenética (detalhes na figura 12). Isto significa que € neces-
sario que ocorra a desdiferenciacdo e posterior rediferenciacdo celular através de uma reprogramacgao
genética (epigénese) cujos determinantes basicos sao o estagio fisioldgico do explante e o tipo e concen-
tracdo do regulador de crescimento que atuara como sinal quimico para a ativagado génica diferencial. De
maneira geral, a perspectiva de sucesso em extrair resposta embriogenética neste modelo depende da
utilizagdo de explantes juvenis ou embrionarios e da manipulagdo adequada de uma auxina forte, como o
2,4-D. Esta auxina atua como indutora do processo (efeito "pulse"), contudo sua presenga no meio de
cultura depois da indu¢do pode causar anormalidades ontogenéticas. Portanto, neste modelo em particu-
lar e na embriogénese somatica em geral, a ativacao ou indugao é desencadeada pelo uma auxina forte
como o 2,4-D mas a expressdo desta rota morfogenética somente ocorrera em meios de cultura isentos
ou com baixas concentragdes deste regulador de crescimento.

Exemplos ilustrativos deste modelo foram obtidos e/ou citados para o cafeeiro por Sondahl et al. (1981),
para palmeiras por Tisserat et al. (1979), para gramineas por Vasil (1982), para soja por Christianson
(1985) e para cenoura por Litz et al. (1985), cujos artigos ampliam e aprofundam detalhes sobre este mo-
delo.
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Figura 12 - Ciclos da embriogénese somatica e a seqiiéncia de eventos celulares da desdifenciagdo e diferenciagdo (Adaptado de Durzan, 1988)
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5.2.4. SUSPENSOES CELULARES

Suspensoes celulares consistem de células e agregados celulares dispersos em meios liquidos em agita-
cao. O crescimento celular baseia-se nas mudancas das taxas de divisdo em fases definidas. No inicio as
células dividem-se lentamente (lag fase), posteriormente ocorrem fases de rapido crescimento
(exponencial e linear) e por fim, as células tendem a taxas menores de divisdo por efeito de competicao
(fase estacionaria). Neste momento, através da subcultura de uma amostra destas células, é possivel rei-
niciar a cultura e este procedimento pode ser mantido indefinidamente (Street, 1977).

Suspensoes celulares podem ser iniciadas pela inoculagdo de calos friaveis ou outros tecidos que pos-
sam originar linhagens celulares organogenéticas ou embriogenéticas. Uma suspensao celular de primei-
ra passagem contem uma mistura de células vivas, mortas e residuos. Filtragem seletiva, uso de pipetas
ou seringas auxiliam na obtencao de culturas puras e homogéneas.

A possibilidade da manipulacao e do cultivo de células em escala comercial pode exigir o uso de biorrea-
tores. Estes equipamentos foram desenvolvidos originalmente para o cultivo de microorganismos e outras
células vivas para propésitos de fermentagédo e/ou para a produgado de produtos secundarios para uso
industrial. Para suspensodes celulares vegetais, os meios de cultura sdo praticamente idénticos aqueles
exigidos para a obtencéo de calos e incluem os macro e micronutrientes, sacarose, vitaminas e um ade-
quado balanc¢o de reguladores de crescimento.

De maneira geral a maior utilidade dos biorreatores relaciona-se com a obtencdo de um grande numero
de células ("scale-up") em ciclos repetitivos de divisdo celular e para a obtengao de metabdlitos secunda-
rios. Para efeitos de micropropagacao, as células obtidas sao plaqueadas e manipuladas para a ativagéao
de processos regenerativos nas rotas de organogénese ou embriogénese somatica. A indugao/ativagao
de linhagens celulares embriogenéticas através de suspensdes em meios liquidos pode propiciar a obten-
¢ao de uma relagao direta (1 célula pro-embrionaria/ 1 plantula) e parece ser o melhor sistema pelo qual
tecnologias de encapsulamento em hidrogel possam gerar sementes sintéticas. Além disto, o estabeleci-
mento de linhagens celulares embriogenéticas € a maneira mais elegante de se manipular e modular a
embriogénese somatica para a propagacao massal de genétipos superiores. Suspensodes celulares sao
também as melhores fontes para a obtencdo de protoplastos para propdsitos de fusdo, transformacéo e
introducéo de organelas.

5.2.4.1. Aplicagoes da suspensao celular:

E usada para obtencdo de sementes sintéticas (embriogénese somatica isolamento de protoplastos, iso-
lamento de mutantes, obtencao de resistentes certos elementos (Aluminio, toxinas, herbicidas, sal), pro-
ducao de metabolito secundarios e nos processos de transformagao de plantas.

5.2.4.2. Métodos mais utilizados para medir o crescimento celular:

Para quantificar o crescimento de células em suspensao, séo utilizado:

principalmente os métodos baseados no numero de células, peso de matéria seca peso de matéria fres-
ca, volume de células e proteina total da célula.

Um calos tipico iniciado de um explante passa por trés estagios de desenvolvimento, que compreende a
indugao da divisdo celular, um periodo de divisdo celular ativa durante o qual as células diferenciadas
perdem a; caracteristicas especializadas para tornarem-se desdiferenciada e um periodo no qual a divi-
sao celular é reduzida ou mesmo cessa, iniciando entdo a especializacao celular. Esses estadios podem
ser acompanhados numa curva de crescimento caracterizadas por seis fases (figura 13).

» Fase lag: é caracterizada por ndo ter ganho em numero de células, pelo inicio da mobilizacao de meta-
bolitos sem ocorrer qualquer divisao celular, pela sintese de proteinas e sintese de metabdlitos especifi-
cos. A atencdo deve ser dada a densidade do in6cuo que afeta o comprimento da fase lag. Quanto menor
o peso do calos utilizado, maior ¢é a fase lag.

» Fase exponencial: é caracterizada por divisdo celular intensa, aumento no niumero de células, porém
células de tamanho pequeno com formacao de agregados de células.

* Fase linear, a fase exponecial é seguida pela fase linear. O crescimento celular € ativo e as células ad-
quirem competéncia para proceder a repicagem.

+ Fase de desaceleragao: ocorre uma reducdo na divisdo celular. E no final dessa fase que se deve inici-
ar o processo de repicagem.

» Fase estacionaria: a repicagem deve ser terminada ainda no inicio dessa fase quando ndo ha divisao
celular. As culturas ndo podem ser mantidas nessa fase por um periodo longo.

* Fase de declinio: as células comegam a morrer, culminando com a lise celular.
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5.2.4.3. Importancia da dinamica de crescimento

A curva de crescimento de calos é calculada com o objetivo de se obter a época de repicagem
(subcultura), para determinar onde ha a maior producao de metabdlitos (quando o estudo objetiva o me-
tabolismo secundario). Esta fase é de desaceleracao, pois os metabdlitos secundarios nao constituem
prioridade no metabolismo celular.

H® de
células

Figura 13 - Dindmica de crescimento dej | rocs
uma suspensao celular.(Adaptado de Geor-
ge, 1993).

(=T cres exp cresc linear ' desaceleracio ' estacionéris declinio

5.2.5 .BIORREATORES

Os biorreatores sdo equipamentos usados para micropropagacao clonal e massal de plantas, cujo objeti-
Vo é a imersdo temporaria ou permanente de cultura de células ou tecidos vegetais ao meio de cultivo
liquido. Tem propdsito fundamental de facilitar o trabalho rotineiro e melhorar as condi¢gdes ambientais e
asépticas para as culturas, produzindo em larga escala..

Historicamente, os biorreatores foram mais conhecidos por fermentadores e estavam direcionado para o
cultivo de células ou microrganismos, com vistas a produzir metabdlicos secundarios, alcaloides, antibiéti-
cos, entre outros (Barruetto, 2002). O nome fermentador esta relacionado etimologicamente com fermen-
tacdo que, na sua raiz latina, deriva de fermentare, cujo significado é ferver, isto €, produzir bolhas de ar,
numa alusao ao fato de os fermentadores serem destinados a processos fermentativos como, por exem-
plo, a producao de alcool, onde as leveduras regeneram NAD a partir de sua forma reduzida NADH, com
producao de etanol e C02, na qual este ultimo, pela aparicao de bolhas, da a idéia de fazer ferver o meio
liquido nutritivo (Leveau & Bouix,1985).

Inicialmente, e pelo fato de serem destinados a usos industriais, esses fermentadores foram de grande
capacidade: de 20 a 4.000 mil litros de meio liquido nutritivo. Em decorréncia disso, esses fermentadores
devem ter acurados sistemas de oxigenacgéao, agitacdo mecanica do meio liquido, monitoramento do pH,
da temperatura e da formagao de espuma, tudo o que os converte em verdadeiras obras da engenharia e
da automatizagao, que asseguram a parte bidtica (microrganismos) sobreviverem nesse ambiente abidti-
co artificial, visando aumentar seus rendimentos (biomassa, metabdlicos secundarios, antibidticos, etc.),
porém com altos custos de instalagéo.

Paralelamente a biotecnologia da fermentacao, a cultura de tecidos vegetais vinha desenvolvendo seu
trabalho biotecnoldgico de manipulagao de células, tecido e érgaos com vistas a propagar material clonal
para uso comercial.

Os primeiros biorreatores adaptados para plantas datam de, aproximadamente, 26 anos atras (Levin et
al., 1988) De la para ca, muitos tipos tém sido propostos, isso porque um biorreator é concebido em fun-
¢ao do tipo de processo que se deseja obter. Assim, para embriogénese somatica, se requer um tipo de
biorreator, mas, para micropropagar através de organogenése, gemas, o desenho mais eficiente pode ser
outro (Merchuk, 1990).
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5.2.5.1. Sistemas de biorreatores

Biorreatores de imersao temporaria; Consiste geralmente de um conjunto de dois recipientes com capaci-
dade de 1 a 5 litros. Um que contém o meio de cultivo liquido (menos de 20% da capacidade do frasco),
outro que comporta os explantes. Em tempo pré-determinado ocorre a transferéncia do meio de cultivo
para o frasco que contém os explantes por um breve periodo (de 1 a 3 minutos). Depois 0 meio é sugado
para o depésito em mesmo nivel ou escoado em depdsito com nivel inferior. Este ciclo é repetido a cada
hora, ou entdo, conforme as exigéncias do explante. Sua utilizagdo efetiva tem sido para sistemas morfo-
génicos, ja que uma das dificuldades é a fixacdo de pequenos explantes (figura 14).
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Biorreatores de imerssao permanente; Em geral sdo os biorreatores utilizados para a micropropagacgao
massal de plantas, mais especificamente para a cultura de células isoladas, calos ou de protoplastos.
Tem pequena capacidade (1 a 5 litros), e, no caso de serem desenhados para multiplicagdo de células ou
embrides somaticos.

Devem possuir um sistema de oxigenagao, um outro de agitagcdo mecanica, por meio de pas giratérias ou
um sistema vibratério para produzir a turbuléncia necessaria a homogenizacdo e homeostase no interior
do biorreator, e ainda, sensores de pH, temperatura, 02 e espuma (Preil et al. 1988; Takayama & Akita,
1994). Também outra opgao sao baldes volumétricos com depressdes laterais, os quais sao rotacionados
em sentido orbital (figura 14).

Biorreatores de tipo air-lift; No tocante a propagacao de plantas através de gemas, existem os biorrea-
tores de imersao temporaria (Alvard et al.,1993) e os de borbulhamento continuo ou imersao permanente
(BIPER) tipo air-lift (George, 1993-96) Nos de imersao temporaria, as gemas a serem multiplicadas ficam
expostas a ciclos de imerséo, evitando a presenca de dispositivos de agitagdo e arejamento e, portanto,
simplificando o desenho do biorreator. Este biorreator, basicamente € um sistema de engenharia simples
e barata. Consta de um recipiente de vidro com capacidade de 500 a 1000 ml, cuja tampa apresenta dois
furos, um para a entrada do ar e outro para saida, sendo que, em ambos 0s casos, esses orificios estdo
providos de dutos de ago inox com filtro Millipore (0,2 m de poro) a fim de evitar a contaminagao interna.

O ar é provido através de um microcompressor (aproximadamente 3 litros/ minuto), e conduzido ao fundo
do recipiente através de uma mangueira de silicone, de onde sai, através de um tubo poroso, formando
bolhas que agitardo o meio liquido. Com exceg¢ao da borracha que liga o filtro de entrada ao compressor,
todos os componentes do sistema sao autoclavaveis (120°C e 20 minutos) (figura 14).
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Figura 15 - Culturas de bromélia cultivada em processos de biorreatores de imersao temporaria e a seqiiéncia de formagao, determinagdo e
regeneracao dos explentes. LFDGY, Fitotecnia, UFSC/CCA, 2001.
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5.2.5.2. Inoculagao dos explantes

E feita a autoclavagem, o frasco, contendo o meio nutritivo. Depois em camara de fluxo laminar é aberto
para a inoculagao de brotos, suspensodes celulares ou calos. O meio liquido normalmente é constituido do
meio SP (Barrueto Cid et al., 1999) complementado com diferentes concentracoes de BAP (6-
benzilamino purina) segundo se trate de orquideas (lonopsis ochlereuca), abacaxi (Ananas comosus L.
cv. Perola) café (Coffea arabica), maméao (Carica papaya L. cv Tainug), alamo (Populus tremula x P. al-
ba). As touceiras contendo um numero variado de brotos sdo previamente obtidas em meio solido e é u-
ma precondigdo ter seu protocolo de multiplicagdo estabelecido, antes de iniciar os trabalhos com o bior-
reator. Os explantes em geral podem ser de origem do proprio sistema dos biorreatores, dando a possibi-
lidade de processar cultivos seqliéncias de explantes em escalas comercias, as biofabricas.

5.2.6. PROTOPLASTOS

Protoplastos séo a parte viva das células vegetais. Contém o nucleo, citoplasma, vacuolo e outros com-
ponentes celulares circundados por uma membrana semi-permeavel. A célula vegetal, em contraste com
a célula animal, é circundada por uma parede celular constituida de celulose, hemicelulose e materiais
pécticos. Protoplastos podem ser obtidos a partir de células em suspensao ou diretamente a partir de cé-
lulas do mesdfilo foliar.

A obtencgao de protoplastos foi possivel a partir da descoberta de que a parede celular das células vege-
tais poderia ser removida por enzimas que a digerem (Cocking, 1960). Preparagbes enzimaticas comerci-
ais sdo baseadas em misturas de celulase e pectinase. A manutencao de uma pressao osmaotica adeuqa-
da é necessaria para prevenir a ruptura da membrana celular e para contrabalancar a remogao da parede
celular. A utilizacao de alguns corantes tais como carmin acético, azul de Evans e compostos de reagao
de fluorescéncia pode indicar a viabilidade ou ndo dos protoplastos obtidos.

As aplicagdes das técnicas de isolamento e regenerac¢ao de protoplastos podem ser vistas sob dois angu-
los. Do ponto de vista do conhecimento basico é possivel o estudo dos aspectos relacionados com a for-
macéao da parede celular e com a ontogénese de processos regenerativos a partir de células simples. Do
ponto de vista aplicado torna-se possivel a utilizagdo de técnicas de transformagdo como a fuséo de pro-
toplastos de espécies nao aparentadas, rompendo com isto os limites impostos pela propagacao sexual.
A fusdo de protoplastos de gendtipos distintos gerando a combinacao de dois nucleos e citoplasmas €
chamado de hibridizacdo somatica ou parasexual. Além disto, protoplastos sdo considerados como o ma-
terial ideal para a utilizacdo de técnicas de transformacao direta através de metodologias envolvendo
DNA recombinante.

5.2.7. CULTURA DE POLEN E ANTERAS

A cultura de anteras é uma técnica para a obtengao de plantas hapléides a partir de plantas normalmente
dipléides. A descoberta que o grao de polen poderia desenvolver embrides foi feita por acaso na década
de 60. Atualmente, muitas plantas sdo produzidas a partir do grao de pélen imaturo ou calo que desenvol-
ve a partir do micrésporo.

A cultura de anteras tem grande potencial para o melhoramento de plantas e € usada para a obtencao de
plantas haploides. A palavra hapléide refere-se a plantas que possuem o numero gametofitico de cromos-
somos em seus espordfitos, ou seja, sao originarias de um esporoéfito e contém metade do numero de
cromossomos da espécie.

Plantas hapléides podem ser obtidas in vivo através de polinizagdo com pélen irradiado, polinizagao com
polen abortivo (estéril), tratamento do pdélen com choques térmicos, hibridagao distante. In vitro pode ser
obtido pelo desenvolvimento da oosfera nao fertilizada, pela cultura de anteras e ou grdos de pdlen
(diretamente por embriogénese e indiretamente via formagao de calos).

As fontes de explantes usadas sdo anteras imaturas, que fornecem pdlen uninucleado (por ocasido da
primeira mitose) se constituindo no material mais promissor para indugcao de androgénese e botdes florais
fechados.

5.2.7.1. Obtencao de haploides por cultura de anteras

O protocolo para cultura de anteras pode ser descrito resumidamente:

a) os botodes florais fechados séo desinfestados;

b) faz-se uma incisao de um dos lados do botao floral e estames sdo delicadamente removidos. O fila-
mento do estame é removido (com bastante cuidado para ndo danificar as anteras) e

c) as anteras sao inoculadas em meio de cultura.
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5.2.7.2. Fatores que influenciam a androgénese

1) Genétipo da planta doadora: tem sido observado que géneros, espécies e cultivares apresentam di-
ferentes respostas na cultura de anteras.

2) Condigoes fisiologicas e idade da planta: flores das plantas relativamente novas, no inicio da flora-
¢ao sao mais adequadas do que botdes florais de plantas velhas e em final de seu periodo de crescimen-
to.

3) Estadio de desenvolvimento do pdlen: o micréosporo no estagio uninucleado € o mais adequado
(antes ou logo apds a primeira antese). Existe correlacao entre o tamanho do botao floral e o estadio do
desenvolvimento do pdélen (importante ao se considerar a ploidia do embrido produzido). O estagio do de-
senvolvimento do pdlen na antera pode ser determinado pelo corante acetocarmicima ou reagente de S-
chiff.

4) Pré-tratamento dos botées ou anteras:

a) Tratamento térmico: deve ser feito em baixa temperatura (3 a 5° C). Assim se retém a viabilidade do
polen por mais tempo, retardando a senecéncia, sincronizando as células e prevendo o aborto do pélen.
b) Tratamento quimico: aplicagdes de quimicos como o etrel (paclobutrazol), hidrazida maleica, carvao
ativado, podem induzir as anteras a formar em embrides.

¢) Tratamento fisico: radiagdes ionizantes, pressdes atmosféricas reduzidas (uso de dissecador); centri-
fugacao.

5) Composicao do meio de cultura: os meios mais utilizados sdo o MS, White, Nitsch. A sacarose ¢ a
fonte de carbono mais efetiva de carboidratos e sua concentragdo varia com as espécies.

A necessidade de reguladores de crescimento, também é variavel. Suplementos organicos como caseina
hidrolizada, agua de coco, extraio de leveduras, aminoacidos, acido ascorbico tem sido utilizados com
sucesso.

5.2.7.3. Identificagdo de hapléides

A identificacao de hapdlides pode ser feita com genes marcadores, que produzem cor, cuja manifestacéo
possa ser mostrada na semente ou plantulas. Marcadores morfolégicos e por contagem de cromosso-
mos, através de técnicas citologicas.

5.2.7.4. Problemas

Alguns problemas relacionados a cultura de anteras podem ocorrer quando sao usadas técnicas inade-
quadas para se produzir plantas dipdides a partir de haploides regenerados de cultura de anteras; uso de
técnicas inadequadas de regeneracgao; ocorréncia de elevada taxa de mutagao (anormalidades); desdife-
renciacao de calo a partir de células dos tecidos somaticos da antera e; alta incidéncia de plantas albinas
(principalmente em gramineas)

5.2.7.5. Utilizacao de plantas hapdlides

A técnica da androgénese permite:

a) Obtencao de homozigose. Em programas de melhoramento, onde € necessario a obtengao de linha-
gens, a homozigose destas pelos processos tradicionais s6 ocorre apods 6 a 8 geragdes de autofecunda-
¢ao ou retrocruzamento. Através da cultura de anteras, plantas hapldéides sao obtidas imediatamente,
pois uma vez duplicado seu numero de cromossomo, originam plantas dipldides que apresentam homozi-
gose em 100% dos loci, reduzindo o tempo.

b) Producao de supermachos. Tomando-se com exemplo o aspargo, que ¢é dibica, as plantas masculi-
nas sao mais produtivas. Ha interesse na determinacdo de um método que produza por sementes todas
as plantas hibridas F, heteréticas masculinas. A partir de plantas femininas (XX - homogaméticas) e plan-
tas masculinas (XY -heterogaméticas), por cultura de anteras, pode-se obter plantas hapldides tanto X
como Y, pela duplicagdo: XX (plantas femininas) e YY (supermachos). Usando estes supermachos na
producao de hibridos, toda a progénie de plantas sera masculina (XY) e portanto, mais produtiva e menos
fibrosa.

A obtencéo de hapléides in vitro pela cultura de anteras ja € uma realidade em solanaceaes, gramineas e
cruciferas.
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5.3. CRIOPRESERVAGAO

Desde o inicio da multiplicacao clonal ou da micropropagacao das plantas, uma das grandes dificuldades
era a conservagao de estoques de material vivo para os cultivos posteriores. A conservagao por um logo
periodo pode ser aplicada por técnicas de congelamento de explantes a baixas em nitrogénio liquido (-
196° C). a partir de entao tornou-se possivel ndo s6 a conservagao do material por um periodo mais lon-
go, como também a conservacao de recursos genéticos vegetais de germoplasmas. Este procurou aten-
der dois problemas basicos de estocagem em bancos de germoplasma; de materiais de propagacao ve-
getativa e de espécies com sementes recalcitrantes.

5.3.1. Métodos para a criopreservagao

Basicamente sao dois os métodos; o congelamento gradual e o congelamento imediato.

O resfriamento lento € composto de etapas de congelamento a -20° C em freezer, seguido de abaixa-
mento de -70 a -100°C e a criopreservacado em - 196° C.

No congelamento rapido existe a necessidade de evitar que as células produzam cristais a partir do con-
teudo celular. Através dessa técnica o conteudo celular aquoso adquire a conformagao vitrea, o que é
desejavel.

Dois momento s&o criticos para a cultura a ser criopreservada quanto a possibilidade da formacgéo de
cristais; na entrada e na saida da criopresrvacdo. E a razdo do sucesso e do fracasso desta técnica em
muitos experimentos.

Antes da cultura entrar para o sistema de criopreservagao, € aplicado um redutor osmaético (manitol 4%)
para diminuir o conteudo celular e um crioprotetor (DMSO), cuja fungao € de modificar a permeabilidade
da membrana, protegcdo de macromoléculas e inativagao de radicais livres (Benson & withers, 1987).

A criopreservacéo pode atender a conservagéo de suspensdes celulares utilizando os seguintes passos
(Torres, 1998):

- Pré-condicionamento por a 5 dias em meio contendo 6% de manitol.

- Crioprotegao com 0,5 mol.I-1 DMSO + 0,5 mol.I-1 de glicerol + 1,0 mol.I-1 de sacarose no meio de cultu-
ra.

- Transferir as calulas e solugao crioprotetora para uma ampola e congelar a uma taxa de 1° C por minuto
até -35° a -40°C, manter a temperatura por 40 minutos, apds transferir para o nitrogénio liquido.

- Armazenar em nitrogénio liquido;

- Descongelar em banho-maria a 40° C.

- Extrair as culturas dos meios de crioprotecao.

Para culturas de parte aérea o procedimento € assim definido (Torres, 1998):

- Pré-condicionamento por a 2 dias em meio contendo 5% de DMSO.

- Crioprotegéo com 10% de DMSO no meio de cultura.

- Transferir as calulas e solugao crioprotetora para uma ampola e congelar a uma taxa de 0,5° C por mi-
nuto até -40°C, manter a temperatura por 40 minutos, apos transferir para o nitrogénio liquido.

- Armazenar em nitrogénio liquido;

- Descongelar em banho-maria a 40° C.

- Extrair as culturas dos meios de crioprotecao.

6. PROBLEMAS NA CULTURA IN VITRO

O cultivo in vitro como qualquer outro processo € sensivel a alguns problemas de ordem ambiental ou
bioldigico que afetam diretamente o desenvolvimento das culturas. Dentre estes problemas pode-se citar
a oxidacao, o declinio no vigor e a hiperhidricidade.

6.1. DECLINIO DE VIGOR

As plantas desenvolvem o metabolismo de acordo com os estimulos recebidos, e portanto, quando ocor-
re problemas determinantes é refletido diretamente na fisiologia vegetal do explante. A baixa taxa de de-
senvolvimento é chamada de dclinio do vigor e esta associado com a producgao de substancias fendlicas
ou a outros fatores como vitrescéncia, habituacdo ou maturidade dos explante.

A perda de vigor pode ser também afetado por erros no balango nutricional do meio de cultura, utilizagéo
de fitorreguladores inadequados ou falta de repicagem do material vegetal.

a) Diminuicao da taxa de proliferagao

algumas espécies apresentam curvas acentuadas na taxa de proliferagéo da cultura. Esta taxa é bastante
variavel de acordo com espécie e o tempo de cultivo ou subcultivos.

O declinio na taxa de formacao de brotos também ocorre frequentemente em culturas que nao sao repi-
cadas.

I EEEEEEEEE——
APOSTILA DE BIOTECNOLOGIA—CCA/UFSC— MP GUERRA & RO NODARI; EDICAO DA STEINMACHER (2006) Pagina 27



b) Habituagao

Quando os explantes estdo em meio de cultura, pode haver habituacéo para fitorreguladores como a cito-
cinina, que por doses de concentragdo normais nao respondem bem ao estimulo.

6.2. NECROSES

Necrose pode ser descrita como sendo a morte de uma parte de um organismo vivo. Isto ocorre com ex-
plantes colocados in vitro, podendo ter uma perda parcial ou a de toda a cultura (Santos, et. al., 2001).

a) Necrose apical em brotagoes

Causas:

- Deficiéncia de calcio — ocorre principalmente no apice quando o explante é colocado em meios com bai-
Xa concentragao para a espécie ou quando ocorrem barreiras de disponibilidade do nutriente para a plan-
ta. Muito comum acontecer problemas relacionados com elevadas temperaturas que favorece a diferenca
entre crescimento e translocagédo do nutriente. Em cultivo in vitro, a alta umidade limita a transpiragéo e
consequentemente a translocac¢do no xilema de ions e compostos, assim como o calcio pode nao alcan-
¢ar os tecidos da regido apical.

- Substancias de crescimento - Alguns fitorreguladores podem induzir a necrose apical, principalmente
em subculturas, ou ainda, meio inadequado para determinada fase.

- Intervalo de subculturas — quando as subculturas ndo sao repicadas e ficam velhas pode ser observado
folhas amarelas e queda destas. O momento de fazer a subcultura deve se ajustado de acordo com cada
espécie de cultivo.

- Gases toxicos — a chama do bico de bussen para a flambagem da boca dos frascos pode produzir inter-
namente e a diminuigcdo de oxigénio. Ocorre a produgao de gases como o metano, butano, entano, pro-
pano, etileno, metanol e etanol. Esses gases provocam a abscisao foliar, podendo causar a paralisagao
da cultura, ou ainda ocasionar a morte das brotagdes. O proprio estado de desenvolvimento fisiolégico e
crescimento da planta pode produzir altas taxas de CO2, que também é variavel de acordo com o periodo
do dia.

b) Diminuindo a necrose

Prover as culturas com nitrato de calcio e procurar disponibiliza-lo na forma de fornecer ambiente ade-
quado favorece a diminuicdo de necroses. Outro nutriente importante para algumas espécies é o boro,
que também atua nas regides de intensa divisao celular.

A redugéao dos gases pode ser conseguida com chamas de cor azul para fazer a flambagem da boca dos
frascos. Também as fontes podem ser substituidas como areia seca em altas temperaturas.

Permitir as trocas gasosas em culturas que se deseja crescimento reduz a concentragao de gases toxicos
e aumenta a disponibilidade de oxigénio. Porém, esta pratica ndo deve ser adotada quando se deseja um
crescimento mais lento da cultura.

6.3. OXIDAGAO

A oxidagéo é a reagao do oxigénio com ions metalicos (+) dos outros compostos do meio de cultivo. Os
explantes ao serem inoculados no meio de cultura podem liberar exudatos que tornam o meio de cultivo
escuro. Este tipo de escurecimento é conseqliiéncia da liberagao de fendis dos ferimentos ocasionados
no processo de extragao dos explantes (Santos, 2001).

As substancias encontradas em meio de cultura no cultivo de algumas espécies lenhosas foram identifi-
cadas como sendo taninos, flavonodides e fenois (George, 1993). Ferimentos normalmente provocam oxi-
dacao, sendo que discos foliares apresentam maior oxidagao do que segmentos nodais por sofrerem feri-
mentos em maior area. O efeito inibitério no desenvolvimento dos explantes é atribuido a presenca de
taninos e fendis, sendo a autotoxidade dos exudatos variavel com as cultivares, espécies e géneros.

A ocorréncia de oxidagdo pode ser geneticamente correlacionada, ou seja, em géneros cujas plantas a-
presentam maiores teores de tanino ou hidroxifendis a oxidagao ocorre de forma mais intensa como é o
exemplo de Quercus, Rhododendron, Sorghum e das coniferas (Santos 2001).

Compostos como a cisteina, o carvao ativado, PVP, acido ascérbico e acido citrico tém sido adicionados
ao meio de cultura com o objetivo de controlar o processo de oxidacao.

Carvao ativado adicionado ao meio de cultura em concentragdes que variam de 0,3 a 2,0%, cuja agéo é
adsorver fendis do meio de cultura, além de atuar induzindo os processos de morfogénese e rizogénese.
A poliamina PVP possui também a capacidade de adsorver os compostos fendlicos evitando que estes
oxidem e polimerizem. Esta substancia é geralmente adicionada ao meio de cultura em concentracdes
que variam de 0,01- 4,0 %.
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Composicao dos meios de cultura com variagdes na concentracdo do meio MS, sacarose, exclusdo ou
diminuicdo em concentragcdo de ferro e cobre, uso de reguladores de crescimento (variagdes em tipo e
concentracgdes) além da adigéo de antioxidantes também podem ser eficientes para controle da oxidagao.
O acido citrico atua como agente quelante de metais, mas ndo € muito eficiente em retirar ferro da solu-
¢ao. Ja o acido ascorbico normalmente é acrescido ao meio de cultura, possuindo a propriedade de esti-
mular a atividade metabolica dos tecidos. A efetividade destes acidos sé tem sido observada, quando adi-
cionados ao meio em concentragdes entre 10 e 140 mgL-1, podendo reduzir a oxidagao em 50%.
Explantes jovens sdo mais propensos a ocorrer a oxidagéo e geralmente no inicio da cultura de tecidos.

A prevencao da ocorréncia de oxidagdo pode ser feita minimizando os danos causados ao explante, re-
movendo os compostos fendlicos produzidos ou através da alteracao da composigdo do meio de cultura e
a concentragdo ou tipo de reguladores de crescimento empregados. A remogao dos compostos pode ser
feita ainda pela utilizacao de meios liquidos (facilitam a difusdo dos compostos), de diferentes agentes de
solidificagao, além da adicao ao meio de substancias de adsorgao.

O agar usado para geleificacdo do meio pode conter compostos como agucares, galactose, sulfatos reati-
vos e até mesmo presenca de cobre, podem apresentar elevada oxidagao.

6.4. HIPERHIDRICIDADE

A hiperhidricidade é definida como o estado fisiolégico que a planta apresenta elevado teor de agua no
interior das células e tecidos com aspecto translucido. As alteragdes na estrutura das plantas cultivadas
in vitro sdo sintomas bastante prematuros de uma complexa sindrome de caracteristicas anormais.

O fendbmeno pode ser revertido, desde que seja realizada a transferéncia de meio de cultivo e adequar o
ambiente, dando atencao especial para a temperatura, irradiancia, fotoperiodo e concentragcbes dos ele-
mentos do meio de cultivo.

A "sindrome do broto de vidro" como também é chamado pode ocorrer em varios niveis de severidade.
Inicialmente, apenas uma parte do broto, ou uma ou duas folhas podem ser afetadas. As brotagbes de
culturas que demonstram sintomas leves frequentemente crescem mais rapidamente do que o normal e
pode mostrar altas taxas de brotacbes axilares. Esta vantagem é perdida em condi¢des mais severas de
hiperhidricidade (Santos, 2001).

Em casos mais extremos, brotos vitrificados tem internddios curtos e o apice aparece fasciculado. Os bro-
tos afetados frequentemente apresentam-se inchados e com uma coloragdo verde claro e suas folhas
sao translucidas, aquosa e com aparéncia de vidro; as folhas se apresentam também alongadas, turgidas
e frageis, com uma coloragao verde azulada.

a) Ocorréncia

A hiperhidricidade pode ocorrer em culturas de brotos e nés, em regeneracéo de brotos a partir de calos,
em todos as espécies. E mais freqiiente em massa de calos de plantas lenho as, mas também ocorre em
plantas herbaceas, pode ser consequéncia da difusdo passiva da agua dentro dos tecidos ou um fenéme-
no ativo relacionado a um disturbio no processo metabdlico da planta.

b) Fatores que influenciam a hiperhidricidade

Culturas que desenvolvem-se rapidamente sdo menos propensas. Quando se busca melhores condi¢oes
de cultivo para cada espécie, diminui-se expressivamente o risco de ocorrer a hiperhidricidade.

A hiperhidricidade tende a ser promovida por altas temperaturas, baixa irradiancia luminosa ou em cultu-
ras mantidas no escuro.

Brotos que se desenvolvem em condigdes continuas de alta umidade relativa apresentam maior suscepti-
bilidade a hiperhidricidade, pois este é provavelmente o ambiente mais favoravel para ocasiona-la. Cultu-
ras mantidas em meio liquido, incluindo aquelas realizadas com suportes (ponte de papel) geralmente
desenvolvem mais facilmente do que aquelas que sao cultivadas em meio sélido.

Em algumas plantas, brotagdes normais cultivadas em meio solido ficam totalmente vitrificadas quando
sao transferidas para um meio de cultivo liquido.

Os brotos apresentam sintomas mais freqlentes quando se utiliza concentracdes de BAP acima de 2,0
mg.L-1, suplementado com sacarose e baixas concentracdes de sorbitol. Culturas em meios com altas
concentragdes de BAP sofrem imensamente a indugdo de hiperidricidade. Isto pode ser evitado transfe-
rindo a cultura para um meio que nao possua BAP. As auxinas podem as vezes induzir a hiperhidricidade
entretanto, a adigdo de auxinas no meio contendo citocininas, frequentemente aumenta a proporgéo de
vitrificagéo. O acido giberélico pode ser utilizado no controle deste problema.
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c) Diminuindo a hiperhidricidade

Existem varios fatores que podem auxiliar na prevencao da vitrificacdo, dentre estes pode-se destacar:

1) Utilizagado da técnica de duas fases (meio liquido e sdlido) no meio de cultura.

2) Aumento da concentragao de agar no meio semi-sélido.

3) Controle da concentracao de sacarose.

4) Reducgéo da umidade relativa no ambiente in vitro.

5) Em meio liquido, utilizar suportes porosos para sustentagao dos explantes (ponte de papel).

6) Adigao ao meio de cultivo um ou mais acidos organicos como o citrato, succinato ou malato para auxili-
ar a assimilacdo do NH4+.

7) Reducao da concentragéo de ions de amdnio no meio de cultivo.

8) Utilizacao de alta de luminosidade.

9) Em meio liquido pode adotar a técnica de submersao temporaria.

10) Utilizagdo de um balango mais adequado entre auxina / citocinina para a espécie estudada.

11) Reducéao da concentragao de micronutriente no meio de cultivo.

12) Transferéncia da cultura para um meio de cultivo ausente de fitorreguladores.

13) Diminui¢do do uso de citocininas ou restricdo do uso do BAP. Pode-se também aumentar o numero
de subcultivos.

14) Substituicdo da sacarose por frutose ou galactose.

15) Ajuste correio do pH do meio de cultivo.

7. ACLIMATIZAGCAO DAS PLANTAS

Aclimatizacao e aclimatacao sdo termos que apresentam conotacdes diferentes. O primeiro trata dos pro-
cessos para a passagem da planta que esta in vitro para o ambiente e é definido como a adaptagao cli-
matica de um organismo, especialmente uma planta, que é transferida para um novo ambiente, sendo
todo esse processo realizado artificialmente. O termo aclimatagdo tem um significado similar, mas € um
processo no qual as plantas ou outros organismos se tomam ajustados a um novo clima ou situag¢ao, co-
mo resultado de um processo essencialmente natural. Na figura 8 sdo apresentadas as etapas do desen-
volvimento vegetal observando as fases da aclimatizagcao e enraizamento de Feijoa sellowiana.
Pesquisas foram realizadas para verificar quais os possiveis problemas referem-se a aclimatizagdo. Um
grande numero de planta micropropagada nao sobrevive quando sao transferidas das condigbes in vitro
para o ambiente externo.

7.1. PROBLEMAS DA ACLIMATIZACAO

a) Baixa capacidade fotossintética

A estrutura e a morfologia interna das plantas micropropagadas sao, inicialmente, muito diferentes daque-
las cultivadas em condigdes de campo. Esta variagdo na anatomia ou ultra-estrutura pode afetar o pro-
cesso de fotossintese. As organelas que apresentam capacidade autotréficas nao estdo bem desenvolvi-
das, e consequentemente, existe uma dificuldade em aclimatizacéo.

No estagio de aclimatizacéo as plantulas sofrem uma mudancga drastica quando sao removidas dos fras-
cos onde a luz e as trocas gasosas sao limitadas e existe grande disponibilidade de agucar. Essa passa-
gem faz com que mudem de heterotréficas para autotréficas, com grande gasto de energia.

b) Desidratagao

A desidratagédo € causada pela elevada perda de agua pelas plantas, principalmente nas folhas, ou ab-
sor¢do inadequada de agua pelas raizes e, em geral, € o maior problema no processo de transplante e
aclimatizacao. In vitro, as plantulas se desenvolvem com baixa luminosidade e elevada umidade relativa
com consequente reducao do fluxo respiratdrio. Ao serem expostas a um ambiente com alta luminosida-
de e baixa umidade relativa, a taxa de transpiragao aumenta, surgindo um déficit hidrico na planta.

As plantas que sao levadas as casas de vegetacao sdo desprovidas de cuticula na folha e possuem mui-
tos estdbmatos ndo funcionais. Quando expostas ao ambiente ocorre elevada perda de agua e um agrava-
mento osmatico intracelular.

A morfologia e a densidade dos estdbmatos podem ser alteradas mudando-se as condigbes ambientes.
Em plantulas de rosa, por exemplo, um aumento na luminosidade e uma diminuicao na umidade relativa
de 100 para 75%, resultou em estdmatos semelhantes as plantas cultivadas em estufa.
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Figura 15 - Culturas de bromélia cultivada em processos de biorreatores de imersao tempordria e a seqiiéncia de formagao, determinagdo e
regeneracao dos explentes. LFDGY, Fitotecnia, UFSC/CCA, 2001.

c) Absorg¢ao de nutrientes

Plantas in vitro quase sempre produzem raizes nao funcionais, ou seja, ndo apresentam capacidade de
absorgcdo de agua e nutrientes quando colocadas em contato com o solo. As plantulas in vitro ao serem
aclimatizadas, passam de um meio onde tém a disposicao alta concentragdo de nutrientes para um subs-
trato no qual sao for¢cadas a iniciar o processo de absor¢ao de sais para seu desenvolvimento. A emissao
de novas raizes é muito importante, pois as formadas in vitro tém pouca capacidade de absorgao e nao
respondem imediatamente ao momento do transplante, além de serem pouco funcionais, delicadas e pro-
pensas ao ataque de microorganismos.

d) Doencgas

Problemas de doengas podem facilmente aparecer nas culturas que séo levadas as casas de vegetagéo,
pois a falta de pressao de inoculo e a dependéncia do meio ndo estimulou as plantas a desenvolver o sis-
tema de defesa contra microrganismos. A fragilidade da plantula in vitro aliada a alta umidade relativa, na
qual é aclimatizada, favorece o crescimento de fungos e bactérias. E essencial, portanto, que se faca u-
ma prevencao de doengas para o sucesso do transplante, durante e apds a aclimatizacao.

I EEEEEEEEE——
APOSTILA DE BIOTECNOLOGIA—CCA/UFSC— MP GUERRA & RO NODARI; EDICAO DA STEINMACHER (2006) Pagina 31



7.2. FATORES QUE AFETAM A ACLIMATIZAGAO

1) As plantas micropropagadas devem ser sadias e apresentarem baixo inoculo de patdégenos.

2) A manutengéao da alta umidade relativa, por alguns dias apds o transplante, € considerada ponto critico
para a sobrevivéncia das plantulas. Um numero significante de laboratérios comerciais tem evitado o uso
de um sistema automatico de irrigacao para este propdsito, por tornar o meio excessivamente umido, fa-
vorecendo o crescimento de fungos e algas. O sistema preferencial € o "fogging" ou nebulizagdo sédo os
mais indicados.

3) Inicialmente é necessario fornecer baixas quantidades de luminosidade e irradiancia para as plantulas.
Quando submetidas ao aumento de luz sofrem um processo de destruicdo das moléculas de clorofila, tor-
nando-se cloréticas e queimadas. Para evitar esses problemas, as plantulas podem ser removi-
das.gradualmente, para uma intensidade de luz sob a qual mantera seu crescimento;

4) A temperatura da aclimatizagdo deve ser tao préximo a que estava no ambiente, podendo ser gradual-
mente ajustada com o decorrer do tempo.

5) O pH do solo deve ser apropriado para cada espécie. Fertilidade e porosidade para promover drena-
gem adequada e aeracgao;

6) Fornecer volume adequado da area de enraizamento, conforme cada espécie.

7) Para a fertilizacdo muitos laboratérios adicionam, periodicamente, macro e/ou micronutrientes no subs-
trato em que as plantulas sao transplantadas;

8) Normalmente, antes do transplante, as plantulas sao lavadas, de preferéncia, com agua morna para
retirada total do meio de cultura e plantadas em substrato esterilizado. Alguns autores recomendam a la-
vagem das plantulas com solucao fungicida, enquanto outros, ndo aconselham seu uso durante as pri-
meiras duas semanas depois do transplante, pois podem ser fitotoxicos nesta fase.

8. ENRAIZAMENTO

O enraizamento € uma etapa que define o resultado final da microropagacéao, é a etapa onde ocorre a
formacgao de raizes adventicias nas partes aéreas. Pode ser dividido em indugao, iniciagéo e alongamen-
to das raizes (Torres, 1998). Pode ser realizada in vitro como no ambiente externo, porém resultados
mais satisfatérios para a maioria das espécies, tem sido obtidos no enraizamento ex vitro. A opgao por
um dos sistemas depende da qualidade da estaca, da espécie de trabalho, das condi¢cdes do laboratério
e dos recursos disponiveis. Pode-se também criar um terceiro sistema, onde as estacas sdo mantidas in
vitro até a inducdo da rizogénese e, posteriormente, sdo transplantadas em um substrato ex vitro para
desenvolvimento das raizes.

E necessario que se tenham formados estacas da espécie de trabalho, com folhas e outros tecidos dife-
renciados, para a inducéo e formacéao das raizes. O enraizamento é variavel de espécie para espécies e
de acordo com o tratamento hormonal aplicado. O uso de auxinas favorece a indugao e a iniciacao radi-
cular e inibe o alongamento, porém concentragdes elevadas podem levar a formagao de calos. Para a
indugao de enraizamento o método mais utilizado € o uso de pulsos de auxina (normalmente, AlB na con-
centracdo de 500 a 1000 ppm em 1 a 5 min-1 para estacas lenhosas) na base da estaca. Espécies her-
baceas e regides jovens das plantas geralmente enraizam mais facilmente que espécies lenhosas e regi-
0es mais maduras.

8.1. ENRAIZAMENTO IN VITRO

A vantagem deste tipo de enraizamento € o melhor controle das condicbées em que se trabalha e, com
isso, a obtencdo de um alto percentual de enraizamento.

Por outro lado, a desvantagem do método € que as raizes formadas in vitro nem sempre sao eficientes
na absor¢do de agua e de nutrientes, no momento da passagem das mudas para o substrato. Raizes
produzidas in vitro podem possuir poucos pélos radiculares e conexdes vasculares, e s6 comegarem a
desenvolver o cambio secundario quando s&o removidas do frasco de cultura.

O enraizamento in vitro pode ocorrer de duas formas: quando as raizes sdo formadas a partir de brota-
¢cbes sendo chamado de processo direto, e quando sédo formadas a partir de calo, denomina-se de pro-
cesso indireto. Em ambos os casos, se ndo houver uma ligagao vascular eficiente entre a parte aérea e a
parte subterranea, a aclimatizagdo da muda é dificultada, podendo comprometer sua sobrevivéncia.

A rizogénese esta associada a agao de reguladores de crescimento (internos e externos), principalmente
nas fases iniciais da indugdo da formagao das raizes. Algumas espécies, contudo, ja possuem um nivel
endogeno de fitormonios suficiente e s6 enraizam na auséncia de qualquer tipo de regulador, podendo ou
nao necessitar apenas de uma pequena lesdo na base da estaca.
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Auxinas como o AIB (acido indolbutirico), AlA (acido indolacético) e ANA (acido naftalenoacético) séo os
principais reguladores envolvidos no processo de enraizamento in vitro.

Em alguns casos, a concentracdo de auxina que promove bom enraizamento ndo € a mesma que promo-
ve uma alta sobrevivéncia ex vitro. As concentragdes mais utilizadas para induzir rizogénese normalmen-
te estdo entre 1,0 - 10,0 mg.L-1 para AIA, 0,05 - 1,0 mg.L-1 para ANA e 0,5 - 3,0 mg.L-1 para AIB
(Soares et. al., 2001). A analise do método de enraizamento deve levar em consideragao o relutado final,
ou seja, o numero de mudas produzidas e a qualidade fisioldgica das plantulas, que na maioria das vezes
€ dependente do método de inducéo e fitorregulador usado. A auxina deve ser aplicada no meio de cultu-
ra ou anteriormente a inoculagdo do explante (no caso de enraizamento ex vitro), levando-se em conta
que a sua concentragao € inversamente proporcional ao tempo de permanéncia com o regulador.
Associadas as auxinas, outras substancias também interferem de forma direta ou indireta no enraizamen-
to dos explantes. Poliaminas, acido sulfurico, cloreto de magnésio e compostos fendlicos, como o floro-
glucin, atuam, por exemplo, estimulando a sintese de AIA ou liberando a auxina existente no explante. Ja
as citocininas, geralmente utilizada para estimular a formacao de brotagdes, costumam inibir o enraiza-
mento. Existem poucos casos em que uma citocinina nao interfere ou estimula a formacgao das raizes. As
giberelinas funcionam como as citocininas, inibindo, na maioria das vezes, a rizogénese.

Fatores ambientais, tais como tamanho dos recipientes de inoculagdo, meio de cultura, gases, substratos,
luz, temperatura e o proprio explante, também afetam a formacao de raizes. O tamanho dos frascos onde
os explantes sdo colocados ajuda ou dificulta a formagéo e o crescimento das raizes, no momento em
que se tornam uma barreira fisica (Soares et. al, 2001). Em frascos maiores se torna mais facil conseguir
0 enraizamento. A concentracao de sais no meio de cultura pode ser regulada de acordo com cada espé-
cie, de forma que a reducgéo da concentracao idnica dos meios (50% ou 75% da forga total do meio) pode
favorecer esta etapa do processo de micropropagagao.

8.2. ENRAIZAMENTO EX VITRO

A técnica de enraizamento ex vitro consiste em destacar brotacdes e planta-las no substrato desejado,
que pode ser: turfa, areia, vermiculita, perlita, bandejas de espuma fendlica e ou substratos comerciais,
ainda solo esterelizado. As estacas n&o podem ser nem muito grandes, nem muito pequenas, pois esses
extremos sao de dificil manuseio, dificultam o enraizamento e demandam mais tempo para formar mu-
das. Estacas de tamanho entre 2 e 5 centimetros sédo as ideais. Se possivel, o plantio deve ser em gru-
pos, ao invés de isoladas, o que favorece o enraizamento, que, geralmente, ocorre em 2 a 5 semanas.

A principal vantagem do enraizamento ex vitro € o menor custo financeiro que esta técnica proporciona.
As estacas brotadas, ao invés de serem inoculadas em meios de cultura com reguladores propicios ao
enraizamento, sao enraizadas fora das condigbes assépticas dos frascos de cultura, ja fazendo parte da
etapa seguinte, a aclimatizagao.

Calcula-se que os recursos economizados por esta técnica, cheguem a 75% dos gastos totais, o que cor-
responde justamente aos gastos com mao-de-obra e materiais apenas para esta etapa da micropropaga-
¢ao. Como um dos grandes problemas da cultura de tecidos de plantas sao os gastos com a produgéo,
esta alternativa é muito importante para obter uma produg¢ao com baixos custos.

O enraizamento ex vitro reduz o tempo de cultivo e de comercializagcdo da muda, pois elimina uma etapa
do processo de micropropagacéao, misturando as etapas de enraizamento e aclimatizacao.

No entanto, o enraizamento ex vitro ndo possui apenas vantagens. Em algumas espécies, a taxa de enra-
izamento ex vitro é tdo baixa, que a utilizacdo deste processo € inviavel. Em outras, a estaca, antes do
enraizamento, necessita de passar por uma etapa chamada de "endurecimento”, para conseguir sobrevi-
ver ao ambiente adverso da fase de aclimatizacao. A alta sensibilidade das estacas requer cuidados es-
peciais para enraizar.

As condic¢des de aclimatacédo que favorecam o endurecimento sempre sao positivas para o numero final
percentual de enraizamento.

Devido ao substrato ser mais poroso e melhor arejado, as raizes formadas sao mais funcionais e eficien-
tes na absorg&o de agua e nutrientes. Isso aumenta o numero de sobreviventes na aclimatizacédo e tam-
bém diminui o tempo de formagdo da muda. Se necessario e de acordo com a espécie micropropagada,
pode-se enriquecer o substrato com sais, do meio de cultura nutritiva ou reguladores de crescimento co-
mo auxinas, que aumentam a intensidade e a velocidade do enraizamento. Estes reguladores podem ser
aplicados diretamente no substrato ou na passagem das estacas do tubo de cultura para o substrato.

I EEEEEEEEE——
APOSTILA DE BIOTECNOLOGIA—CCA/UFSC— MP GUERRA & RO NODARI; EDICAO DA STEINMACHER (2006) Pagina 33



8.3. FATORES DEPENDENTES DA PLANTA

a) Genétipo — em muitas espécies € um fator controlada genéticamente. Na pratica, este fator pode ser
manipulado ou diminuido, mediante uma série de mediadas aplicadas, visando a manifestacdo de ativida-
des bioquimicas e fisiolégicas do explante, provocando variagcbes ambientais para as condi¢des de enrai-
zamento.

b) Estresse hidrico — provoca o aumento do conteudo de ABA e etileno nas folhas, compostos inibidores
de enraizamento. Também afeta o niveis endégenos de citocinina, uma vez que o interesse é nas raizes.
Um fator para diminuir o estresse hidrico é diminuir gradativamente a umidade relativa do ar nos frascos
in vitro.

¢) Carboidratos — a maior influéncia dos carboidratos esta ligada a relacdo C/N. valores entremos desta
relacéo sao desaconselhaveis (Torres, 1998). Assim, a reducgao da disponibilidade de nitrogénio na maio-
ria dos casos aumenta consideravelmente o taxa de enraizamento. Também em algumas espécies lenho-
sas um pré tratamento com elevadas doses de agucar também favorecem.

d) Nutricao mineral — o estado nutricional da planta influencia diretamente a taxa de enraizamento. Res-
tricdo em potassio, fosforo, magnésio e calcio tendem a afetar os processos de rizogénese. O calcio € um
ativador de peroxidases, uma enzima que parece ser essencial para os processos de enraizamento
(Hassig, 1986; Torres, 1998). Normalmente, plantas deficientes em nitrogénio tendem a enraizar melhor.
e) Condicdoes de crescimento da planta — fatores de estiolamento fazem a indugdo de sinalizagéo de
auxinas. O estiolamento é consequéncia de cultivos em ambientes com baixa luminosidade. Apesar de
que o local de enraizamento deva ser escuro, € necessario que a parte aérea tenha um bom padrao de
luminosidade para a produgao de auxinas promotoras de enraizamento.

f) Idade fisiolégica — explantes juvenis apresentam maior facilidade de enraizamento, uma vez que, os
tecidos novos sao mais responsivos.

8.4. FATORES RELACIONADOS AO EXPLANTE

a) Estacao do ano — certas espécies apresentam propensao ao enraizamento o ano todo, porém, princi-
palmente plantas que apresentam estagios hibernais o processo é facilitado nos periodos que acontece a
quebra de dorméncia seguido de pouco espaco de tempo apos.

b) Presenca e numero de folhas — algumas espécies sao dependentes da presencga de folhas, funcio-
nam como reserva de compostos nitrogenados, sacarose e auxinas. O numero de folhas influencia a ve-
locidade de enraizamento.

c) Posicao do explante na planta matriz — o teor endégeno de horménios, promotores ou inibidores,
varia com a idade fisioldgica e cronolégica dos tecidos. Deste modo tecidos de um mesma planta pode
apresentar respostas morfogenéticas diferentes.

d) Meio nutritivo na fase de multiplicagao — efeito de GA3 e BAP do meio de cultivo, podem provocar
baixas taxas de enraizamento, por outro lado pré tratamentos com auxinas podem reverter este fator.

e) Inibidores endégenos — substancia fendlicas produzidas pela resposta aos ferimentos e liberadas
nestas regiées podem diminuir sensivelmente a taxa de enraizamento.

8.5. FATORES LIGADOS AO MEIO DE ENRAIZAMENTO

a) Reguladores de crescimento — auxinas sintéticas e naturais podem sozinhas promover o enraiza-
mento. Contudo, a concentracao a ser aplicada é variavel de espécie para espécie, em algumas nao ha
necessidade. Os reguladores de crescimento mais utilizados sao: AIB e ANA, em menor grau de uso, 2,4
De245T.

b) Outras substancias — compostos fendlicos apresentam relagao sinérgicas com a as auxinas (Torres,
1998). Os carboidratos fornecem energia, existindo a disponibilidade no meio, ha a necessidade de for-
macao de raizes para a receptacao destes. O fornecimento de sais minerais € sempre necessaria, princi-
palmente P, K, Ca e Mg. O boro tem sido considerado muitas vezes, um dos mais importante fator de
crescimento para muitas espécies. Espécies lenhosas sao beneficiadas com o usos de carvao ativado
guando do enraizamento in vitro.

c¢) Estado fisico da cultura — a passagem de um gradiente liquido para solido-poroso é dramatico para a
cultura, um balago mais adequado do estado fisico dos meios favorece o processo.

d) pH — 0 mais adequado para as maioria das culturas € que seja proximo de 6,5 a 7,0, porém & sempre
necessario estar préximo daquele que se encontrava na fase anterior,caso a cultura estiver desenvolven-
do bem.

e) Condigdes de incubagao — a luz influéncia na regulagdo da morfogénese e atua com fonte de energia
para a realizacao da fotossintese (Hartmann & Kester, 1983; Torres, 1998). Na rizogénese a irradiancia e
o fotoperiodo s&do determinantes, vale aplicar este balanco de acordo com cada espécie. A luz favorece o

desenvolvimento de partes aéreas e o escuro a rizosfera.
. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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9. APLICACOES DAS TECNICAS DE CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS PARA O MELHORAMEN-
TO
As principais aplicacbes das técnicas de cultura de tecidos vegetais podem ser sumarizadas nas seguin-
tes:

a) Cultura de meristemas

Técnica mais antiga para a propagacao clonal massal e para a obtengao de plantas livres de virus, princi-
palmente quando combinada com a técnica de termoterapia. Esta técnica é relativamente simples e apli-
cavel a um grande numero de espécies. Também considerando o fato de que as células do meristema
apical caulinar sdo menos diferenciadas que as demais, a cultura de meristemas permite a obtencéo de
uma progénie clonal geneticamente idéntica a planta matriz, permitindo a captura e fixacado de ganhos
genéticos. Além disto, considerando os atributos destes meristemas eles tornam-se alvos ideais para a
conservacao in vitro de germoplasma e o intercambio internacional de germoplasma.

b) Avaliagao rapida de suscetibilidade

A cultura de células, tecidos e 6rgaos pode ser empregada para a avaliagdo de suscetibilidade/tolerancia
a varias moléstias ou estresses abidticos. Esta avaliagcdo somente sera util quando tecidos e 6rgao res-
ponderem de forma similar as respostas da planta inteira.

c) Indugéao de florescimento precoce

Esta técnica é empregada para reduzir o longo periodo de juvenilidade que ocorre principalmente nas
plantas perenes, permitindo uma reducao substancial de tempo nos programas de melhoramento genéti-
co.

d) Reversao de fases de desenvolvimento

Em plantas arbdreas, florestais e frutiferas, a selegcao de plantas elite € baseada nos espécimes mais ve-
Ihos e comprovadamente sadios e produtivos. A propagacéo vegetativa convencional destas plantas tor-
na-se dificultada. O cultivo in vitro continuado pode restaurar a juvenilidade nestes gendtipos facilitando a
propagacao clonal massal.

e) Embriogénese somatica

Células vegetais sdo consideradas totipotentes uma vez que possuem o potencial de regenerar uma
planta completa. O padrao ideal de produgao de plantas a partir de células simples é por meio da embrio-
génese somatica, onde, as células sédo objeto de mudancas de estrutura e organizacao, similares aquelas
que ocorrem durante a embriogénese zigdtica. Embrides somaticos sao produzidos em um grande nume-
ro de espécies, mas ainda ndo ha seguranga quanto a estabilidade genética e uniformidade fenotipica
das plantas regeneradas por esta técnica. A embriogénese somatica tém sido a técnica empregada como
sistema regenerativo preferencial para a transformacao genética (figura 17).

P Populagdies Naturais (Remanescentes)

I controlada
Indugdo daembriog8nese somdtica
e proliferagio das culturas embriogénicas

Figura |7 - Integragdo de embriogénese
somatica em um programa conservagao e : SRiEdh
ou melhoramento genético culturas emb ni €08 reflorestamento ¢lonal
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f) Haplodiploidizagao

A descoberta de Guha e Maheshwari (1964) de que anteras de Datura inoxia cultivadas in vitro podiam
regenerar plantas hapléides trouxe grande impacto para a aplicacéo de técnicas biotecnolégicas ao me-
Ihoramento de plantas. Esta técnica baseia-se na rediferenciagdo de células gametofiticas gerando em-
brides ou calos. Embora preferindo-se a formacao de embrides somaticos como rota regenerativa para a
obtencdo de hapléides geneticamente estaveis, a formagao de calos também pode ocorrer, particular-
mente em cereais. Apds a obtencéo dos hapldides a di-haploidizagdo pode ocorrer espontaneamente ou
como resultado do tratamento com colchicina. A principal vantagem € a obtencéo de linhas homozigotas
homogéneas rapidamente.

g) Variagcao somaclonal

O ambiente da cultura in vitro pode induzir variabilidade nas culturas e este fenédmeno, primeiramente ob-
servado por Larkin & Scowcroft (1981), foi denominado de variagdo somaclonal. A variabilidade gerada
desta maneira pode ser importante para o melhoramento genético.

h) Cruzamento amplos

A ampliagao da base genética para o melhoramento de plantas pode envolver cruzamentos interespecifi-
cos e intergenéricos.

Por exemplo, Atylosia, um género taxonomicamente préximo a Cajanus, apresenta espécies com carac-
teristicas desejaveis, como resisténcia a moléstias e insetos e tolerancia a salinidade e seca. Alguma es-
pécies de Atylosia hibridizam com Cajanus, enquanto que outras ndo. Mesmo apds cruzamentos bem
sucedidos, ocorrem barreiras de poés-fertilizagdo, como o ndo desenvolvimento do endosperma e a sub-
sequente degeneragédo do embrido hibrido. Nestes casos, o resgate e a cultura de embriées pode facilitar
a obtencéao de hibridos viaveis.

Além de permitir uma nova fonte de variabilidade genética, a hibridizacao ampla tem se mostrado como
técnica promissora para a producéo de plantas haploides via eliminagao seletiva de cromossomos, sendo
conhecida como ‘técnica bulbosum’. Assim, quando Hordeum vulgare é empregada como mae em cruza-
mentos com H. bulbosum, apds a polinizacao e fertilizacdo, o embrido resultante pode ser hapléide uma
vez que o conjunto cromossémico de H. bulbosum pode ser seletivamente eliminado.

i) Hibiridizagcao somatica/fusao de protoplastos

Esta técnica, descrita inicialmente por Carlson et al. (1972), pode ser considerada uma forma de enge-
nharia genética. Nela, protoplastos séo isolados e fundidos, envolvendo interagées nucleares e citoplas-
maticas. A hibridizagdo somatica produz hibridos nucleares ou hibridos citoplasmaticos (cibridos) e sua
eficiéncia depende do controle dos varios estagios da técnica: isolamento e fusao, identificacao e selegcao
dos heterocariontes e células hibridas e a regeneragao de plantas. A fusao de protoplastos de diferentes
origens pode ser quimicamente induzida com o a auxilio de um agente indutor, como o polietileno glycol
(PEG) ou eletricamente induzida (eletrofusao).

A fusdo somatica também pode permitir aos melhoristas a manipulagdo de caracteristicas extra-
cromossOmicas, como a macho-esterilidade. O procedimento resulta na unido do citoplasma dos genito-
res, enquanto que nos cruzamentos sexuais apenas a mae contribui com o citoplasma. Assim, a fuséo de
proptoplastos pode permitir a obtencao hibridos contendo diferentes tipos de citoplasma, o que nao pode
ser obtido pelos métodos convencionais.

A hibridizacdo somatica também pode ser empregada para superar algumas das limitagdes inerentes aos
cruzamentos amplos que ocorrem entre espécies ou géneros divergentes. A maior restricdo desta técnica
refere-se, contudo, ao desbalanceamento gendmico, perda de cromossomos nao pareados ou falta de
fusao nuclear. Mesmo quando a fusao ocorre, pode ocorrer a perda seletiva de cromossomos e o desba-
lanceamento nuclear resultante pode reduzir a viabilidade e o potencial regenerativo. Esta tem sido a
principal limitagdo para a aplicagdo desta técnica para o melhoramento genético de plantas.
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10. PERSPECTIVAS PARA A APLICAGAO DAS TECNICAS DE CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS
a) CURTO PRAZO:

Propagacao massal de gendtipos superiores a partir de:

- Pequena quantidade de sementes

- Gendtipos-elite

- Material limitado de plantas raras ou ameacgadas de extingéo

- Hibridos obtidos em cruzamentos

Conservagao de germoplasma in vitro

b) MEDIO E LONGO PRAZO:

- Aumento do ganho genético por capturar ou explorar a variancia total em comparagao ao componente
aditivo dos programas convencionais de melhoramento (baseados principalmente em selegao recorren-
te).

- Melhoria dos protocolos para a embriogénese somatica visando o "scale-up", a obtencao de sementes
sintéticas e a diminuigdo do custo em comparacao ao seedling obtido por métodos convencionais.

- Propagacgédo massal de plantas a partir de:hibridagdo somatica, variantes somaclonais e por técnicas de
DNA recombinante.

11. ESPECIES E TECNOLOGIAS EMPREGADAS

A seguir sdo listados alguns exemplos de espécies vegetais e respectivas tecnologias cujo emprego ja é
corrente:

- Dendezeiro: primeiro projeto no qual plantulas originadas a partir de embriogénese somatica foram cul-
tivadas a campo, (Unilever, Malasia, 1975).

- Coniferas: primeiro projeto no qual tecnologias de poliembriogénese somatica desenvolvidas e patente-
adas pela Universidade da Cailfornia-Davis foram transferidas para empresas de reflorestamento
(Weyerhaeuser, Washington, USA), para a clonificagdo de genotipos superiores resultantes de progra-
mas convencionais de melhoramento genético.

- Eucaliptos: organogénese, embriogénese somatica (USA, Europa). Microestacas (Brasil): aumento de
135% na produtividade de polpa a partir de clones selecionados em comparacdo a populagao base.

- Pyrus, Malus, Prunus: Limpeza viral e micropropagacao (cultura de meristemas e de segmentos no-
dais) para a propagacao massal de porta-enxertos e para o estabelecimento de variedades-copa matrizes
sadias.

- Videira: embriogénese somatica e organogénese para a propagacao massal de porta-enxertos e varie-
dades-copa isentas de moléstias.

- Bananeira: regeneragédo em larga escala de mudas isentas de pragas moléstias. Obtengao de variantes
somaclonais e de mutagénese in vitro para resisténcia ao mal do Panama e Sigatoka-negra. Atualmente
a maior parte dos bananais da América Central e do Caribe séo instalados com mudas micropropagadas
produzidas em Biofabricas desenvolvidas para este fim, principalmente em Cuba.

- Moranguinho, abacaxizeiro, alho, cebola, batatinha, mandioca: Obtencao de plantas matrizes isen-
tas de viroses, pela aplicagdo da técnica de cultura de meristemas e subsequente micropropagagdao mas-
sal. Inducéo e obtencgao de variantes somaclonais e mutagénese in vitro para ampliacdo da base genética
e melhoramento genético.

-Tomateiro: variantes somaclonais e transformacado genética para coloracdo e conservagcdo. DNAP e
Calgene (USA). Primeira autorizacao de liberagao para cultivo comercial de produto transgénico dada pe-
lo FDA americano, em 1994.

- Citros, mamoeiro e mangueira: modelos embriogenéticos. Melhoramento e plantas isentas de molés-
tias.

- Brassica sp: resgate de embrides resultantes de cruzamentos incompativeis, ativagdo de embriogéne-
se somatica e encapsulamento para a obtencdo de sementes sintéticas. Sakata Seed Co., Japao.

- Cacau e café: embriogénese somatica para a propagacao massal de variedades melhoradas e resis-
tentes a moléstias (EUA e Costa Rica).

12. VANTAGENS DA MICROPROPAGAGAO EM PLANTAS PERENES

Técnicas de cultura de tecidos vegetais, podem se transformar em ferramentas auxiliares eficazes para o
melhoramento de plantas perenes. Algumas vantagens s&o listadas a seguir:

a) Como a multiplicacdo massal de um gendétipo superior é possivel em qualquer estagio de um programa
de melhoramento, a micropropagacao tem o potencial de promover o aumento de ganhos genéticos em
apenas uma geragao;

b) A propagacao massal pela clonificagcdo de gendtipos superiores captura os componentes aditivos e
nao aditivos da variancia genética;

I EEEEEEEEE——
APOSTILA DE BIOTECNOLOGIA—CCA/UFSC— MP GUERRA & RO NODARI; EDICAO DA STEINMACHER (2006) Pagina 37



c) Genes desejaveis de clones selecionados podem ser mantidos em um banco genético na forma de po-
mares clonais, onde podem ser recombinados através de cruzamentos dirigidos;

d) Interagdes gendtipo-ambiente podem ser melhor estudadas em populagdes clonais;

e) A selecéao clonal in vitro e a micropropagacao podem ser utilizadas para a produgcao de gendtipos su-
periores e o tempo necessario para produzir grandes quantidades de plantas € menor no programa clonal
do que em um programa baseado nos pomares clonais;

f)Técnicas de micropropagacgao possibilitam a produgédo de um grande numero de progenitores genética-
mente uniformes para a produgao de sementes hibridas.

13. LIMITACOES

Mesmo considerando-se as diversas aplicagdes, ainda existem limitagBes para a aplicagcdo mais ampla
destas técnicas no melhoramento de plantas:

a) Em muitos sistemas de cultura de tecidos a variagao introduzida € epigenética e, portanto, limitante
para o melhoramento de plantas.

b) Variacbes deletéreas como reducgdo na fertilidade e fixacao de frutos e sementes e outras variagoes
morfolégicas ocorrem em variantes somaclonais, com varias implicagdes no melhoramento de plantas,
principalmente quando a uniformidade genética é o objetivo.

c) O sucesso de um sistema regenerativo in vitro € substancialmente dependente da adequacao de um
meio de cultura apropriado para cada espécie.

d) O desenvolvimento de eixos caulinares, gemas e embrides somaticos néo €, em geral, sincronizado,
dificultando a aplicacao de sistemas-biofabricas.

14. CONSIDERAGOES FINAIS

A possibilidade de uma adequada manipulagao da morfogénese in vitro para a obtengao de processos
regenerativos via organogénese ou embriogénese somatica parece ser dependente de condi¢cdes deter-
minativas e permissivas. Nas primeiras salientam-se a "condigao fisioldgica do explante" e o tipo e con-
centracao do regulador de crescimento a ser utilizado como sinal quimico para a indugao/ativagéo da
morfogénese. De maneira geral, quanto mais juvenil for o tecido doador de explantes e quanto mais me-
ristematica for sua condigdo, maiores serao as possibilidades de se orientar a morfogénese in vitro. Para
a embriogénese somatica, restam poucas duvidas de que tecidos embrionarios sdo os mais adequados
para a extragdo de respostas nesta rota, apesar de que nem sempre estes tecidos s&o os mais interes-
santes para os propositos a serem obtidos. Com respeito aos reguladores de crescimento, a sua agao
para a obtencdo de respostas organogenéticas relaciona-se aos padrées apontados por Skoog e Miller
(1957), isto &, balangos favoraveis as citocininas tendem a induzir organogénese aérea enquanto que ba-
langos favoraveis as auxinas favorecem a rizogénese. Para a ativagao/inducéo da embriogénese somati-
ca a adicao de auxinas fortes ao meio de cultura primario parece ser uma condigdo essencial para o de-
sencadeamento de reagdes metabdlicas associadas com esta rota, apesar de que o balango entre fontes
nitrogenadas organicas e inorganicas, oxidadadas e reduzidas parece exercer consideravel influéncia. As
chamadas condi¢des permissivas incluem a composicao geral dos meios de cultura e as condicoes fisi-
cas, tais como temperatura e fotoperiodo.

A utilizacao de técnicas de cultura de tecidos para a regeneragao e propagag¢ao massal de gendtipos su-
periores via organogénese e embriogénese somatica € pratica rotineira em muitos laboratérios. Algumas
limitagdes dizem respeito a necessidade de melhoria geral dos protocolos utilizados e a definigéo e esta-
belecimento de protocolos para as chamadas espécies "recalcitrantes". Enfase especial deve ser dada a
possibilidade de estabelecimento de suspensodes celulares morfogenéticas. Um maior detalhamento das
técnicas de biologia celular e molecular vem permitindo um maior refinamento das técnicas de cultura de
tecidos vegetais e a consequente aplicagao para tecnologias de protoplastos e transformagéo genética.
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Universidade Federal de Santa Catarina
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Itacorubi, Floriandpolis, SC

Tel: (48) 3331-5336
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www.cca.ufsc.br/lfdgv

Sobre nossas dreas de atuagdo:

As areas de atua¢do do LFDGV abrangem a Biotecnologia Vegetal, a
Fisiologia do Desenvolvimento Vegetal e a Genética Vegetal. As princi-
pais linhas de pesquisa em andamento vinculam-se a indugdo e controle
da morfogénese in vitro, a cultura de tecidos e micropropagacdo de plan-
tas, a conservagdo in vitro de germoplasma, a caracteriza¢do da variabi-
lidade genética por meio de marcadores moleculares, a sele¢do assistida
por marcadores, a gendomica e proteémica, o sequenciamento genético, a
genética de populagées e a dinamica da movimentagdo de alelos. Varios
projetos de pesquisa se encontram em andamento destacando-se aqueles
relacionados com espécies nativas, tais como Euterpe edulis, Acca sello-
wiana, Araucaria angustifolia, Bactris gasipaes, Bromélias, Lipia Alba e
Dicksonia sellowiana. Espécies exoticas frutiferas também tém sido alvo
de estudos e entre essas se destacam os projetos com Malus domestica,

Prunus domestica e Vitis sp. As fontes financiadoras incluem agencias

federais e internacionais de fomento a C&T, bem como a agencia estadu-

al de SC (FAPESC) e empresas privadas, destacando-se o Projeto Geno-
Malus conduzido em parceria com a Associagdo Brasileira de Produtores
de Maga (ABPM).



