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CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS
= —————————————————

Renato Paiva’
Patricia Duarte de Oliveira Paiva®

O desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos tem sido,
indubitavelmente, uma das contribuigbes mais significativas para as possibilidades
de manipulagdo dos biolégica. A cultura de tecidos & um processo através do qual
pequenos fragmentos de tecido vivo (explantes) s&o isolados de um organismo e
cultivados assepticamente por periodos indefinidos em um meio nutritivo semi-
definido ou definido. Esta defini¢do original deve ser, no entanto, ampliada no caso
das plantas, para incluir toda uma gama de explantes como plantulas e orgéos (tais
como ¢y de dvulos ou de rides), células isoladas e protoplastos. Tais
avangos tém aumentado as perspectivas de operagdes possiveis de serem
utilizadas, em diversos campos da biotecnologia de plantas.

Um marco importante nesta area ocorreu em 1958 através de dois grupos
independentes de pesquisadores, os quais conseguiram induzir embries somaticos
a partir do calo de cenoura, com subsequente desenvolvimento de plantas. Nos anos
seguintes, foi observado em outras espécies a capacidade de formar embrides
somadticos in vitro.

Os fenémenos morfogenéticos observados in vitro resultam da diferenciagéo,
desdiferenciag@o ou rediferenciagdo do explante inicial e podem ser agrupados,
conforme a sua natureza, de duas formas diferentes: morfogénese por via direta ou
por via indireta. As tecnicas por via indireta podem ser empregadas, quando s&o
desejadas variagdes genéticas nos descendentes, em virtude da possibilidade de
obtenc3o de variantes em células provenientes do calo. Em contrapartida, a técnica
direta pode ser empregada quando se deseja manter a identidade genética do
gendétipo propagado.

' Professor Adjunto, PhD, Departamento de Biologia, Universidade Federal de Lavras
(UFLA)
2 professora Adjunto, Dra., Departamento de Agricultura, UFLA.
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A utilizaggo da cultura de tecidos para fins de propagagdo de plantas é
comumente dividida nos seguintes estégios: estagio 0 (selecdo e preparo da planta
matriz), estagio 1 (estabelecimento de uma cultura asséptica), estagio 2 (produgdo
de propagulos adequados), estagio 3 (preparacdo para o crescimento em meio
natural) e estagio 4 (aclimatizagao).

Normalmente, explantes retirados de plantas jovens ou plantulas, apresentam
melhores respostas de crescimento in vitro em relago a explantes obtidos de plantas
adultas.

O desenvolvimento de células individuais em complexos érgdos e tecidos
multicelulares € um processo comum a todas as formas superiores de vida. Isto
significa que todo um espectro de desenvolvimento conhecido como diferenciagéo,
se constitui em uma série de processos altamente coordenados e determinados
geneticamente, através dos quais, gametas isolados ou fundidos (esporos e zigotos,
respectivamente, em plantas) e primérdios somaticos derivados de células
individuais se desenvolvem em plantas inteiras. As vias de diferenciagdo envolvidas
na maturagdo da planta sdo, em uitima andlise, determinadas pela natureza
constitutiva dos genes herdados, sendo que a expressd@o dos mesmos é modulada
por interagdes celulares e ambientais. Os padrdes de desenvolvimento da planta s&o
razoavelmente consistentes dentro de limites definiveis de gendtipo, ou seja, grupos
taxonémicos, de maneira que os constituintes genéticos da célula germinativa
original teoricamente contém todos os elementos determinantes dos padrées de
diferenciagdo.

O conceito de totipoténcia surgiu baseado neste contexto. Os tecidos somaticos
de uma planta s&o essencialmente os produtos de divisGes mitdticas, sendo que
cada célula dentro do organismo é capaz de regenerar novas réplicas do mesmo
organismo, sob condi¢des apropriadas. Por definigcgo, totipoténcia é a capacidade de
uma célula regenerar o fenétipo do organismo completo e diferenciado, do qual ela é
derivada. Nas plantas, a maioria das divisbes celulares coordenadas ocorrem em
areas concentradas conhecidas como meristemas os quais estdo distribuidos em
varios pontos do organismo, durante o seu desenvolvimento. O funcionamento dos
meristemas pode ser ativado ou suprimido, de acordo com os padrées de
diferenciacéo ditados por mecanismos de controles genético ou ambiental.




2

LABORATORIO DE CULTURA DE
TECIDOS

Gustavo de Aradjo Soares’
Renato Paiva®

Patricia Duarte de Oliveira Paiva®
José Raniere Ferreira de Santana®
Edson José Artiaga de Santiago®

2.1. INTRODUGAO

As atividades em um laboratério de cultura de tecidos devem ser realizadas em
um ambiente asséptico, com temperatura e iluminagdo controladas. Dependendo do
tipo de trabalho que se pretende realizar, tanto a luz quanto a temperatura sdo
fatores importantes, que podem alterar os resultados. Deste modo, a padronizagdo
das condigbes ambientais em um laboratério proporciona uma maicr confiabilidade
nos resultados obtidos e uma menor porcentagem de perda de material, ja que estes
fatores podem ser regulados para que se obtenha uma condico 6tima, onde ocorre
rapido crescimento e melhor desenvolvimento do material.

A assepsia é outro fator muito importante que deve ser considerado no trabalho
de cultura de tecidos. Como o meio de cultura possui nutrientes essenciais para o
crescimento de células, ele estd sujeito a contaminagdo por fungos e bactérias
presentes no ar, nos materiais utilizados nos procedimentos ou, até mesmo, no corpo
da pessoa que esta executando a inoculagdo. Geralmente esses microrganismos
contaminantes proliferam mais rapidamente que o material de interesse, levando &
morte do mesmo.

! Mestrando em Fisiologia Vegetal, Universidade Federal de Lavras (UFLA)
Professor Adjunto, PhD, Departamento de Biologia, UFLA
Professora Adjunto, Dra., Departamento de Agricultura, UFLA
* Professor Assistente, Departamento de Ciéncias Biolégicas, Universidade Estadual de
Felra de Santana (UEFS)
® Pesquisador, EMBRAPA Amazénia Oriental, Belém/PA.
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Para evitar a contaminag&o & importante se ter no laboratdrio instalagbes com
caracteristicas apropriadas, trabalhar somente com equipamentos limpos e
esterilizados e seguir normas de trabalho que possibilitem a criagdo de um ambiente
com elevado nivel de assepsia.

A compartimentalizag&o das atividades dentro do laboratério € um dos cuidados
que deve ser tomado para se evitar a contaminagdo. Atividades que lidam com
material contaminado e sujo devem ser separadas das atividades com materiais
esterilizados e que necessitam de ambiente asséptico. Assim, as atividades no
laboratério devem seguir uma sequéncia natural pelas instalagées, de tal forma que
procedimentos sucessivos sejam realizados lado a lado. Dessa forma, economiza-se

tempo e trabaiho, resultando também em economia financeira.

2.2. ESTRUTURA FiSICA

Recomenda-se que as atividades dentro de um laboratério de cultura de tecidos
vegetais sejam distribuidas em salas, na ordem em que forem realizadas. Assim, a
sala de limpeza é o primeiro comodo, destinado a limpeza e esterilizagdo de
materiais. Em seguida, vem a sala de preparo, onde todo material e solugdes

utilizadas e os meios de culturas sdo preparados.

Na sala de transferéncia, ocorre a manipulagéo asséptica e inoculagdo do
tecido vegetal nos meios de cultura e na sala de cultura, todo material inoculado &
incubado em condigdes ambientais controladas. As salas de preparo, transferéncia e
cultura podem ficar juntas. A sala de transferéncia, por exigir condicdes
extremamente assépticas, ndo pode ser dividida com nenhuma outra.

Existe basicamente duas maneiras de se distribuir o espago fisico do
laboratério. Na primeira, as salas sdo dispostas de acordo com a seqiiéncia de
atividades em forma de um circulo imaginario. Assim, a Ultima fase fica
espacialmente proxima & primeira. Na segunda, as salas também s@o dispostas de
acordo com a sequéncia de atividades, porém em linha reta (Figura 1).
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Figura 1: Exemplo de uma planta baixa de um laboratério de cultura de tecidos
vegetais.

2.2.1. Sala de limpeza

E o local para descarte de meios de cultura, lavagem de vidraria, utensilios
- diversos e autoclavagem de agua. Deve ser dotada de bancada, armdrios e
prateleiras para estocagem de material, pias fundas, autoclave, destilador,
deionizador, lavador de pipetas, forno de microondas, estufa de secagem de
vidrarias, escorredor de vidrarias e eletricidade para 110 e 220 volts. A assepsia
desta sala ¢ baixa, devido as suas atividades. Por isso, recomenda-se que esta sala
fique distante da sala de transferéncia.
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222 Sala de preparo

Local para preparo de meios de cultura e de solugdes. E a sala de maior
circulagio de pessoal, por ser onde se realizam as principais atividades do
laboratério. Deve estar equipada com armaérios, estante para estocagem de vidraria,
pia, geladeira, freezer, balanca, peagametro, agitador magnético, autoclave e
eletricidade para 110 e 220 volts.

2.2.3. Sala de transferéncia

Local onde se manipula assepticamente o material vegetal, sendo exclusivo
para a capela de fluxo laminar e estantes que auxiliam na estocagem temporaria dos
meios de cultura e outros materiais ja autoclavados, destinados ao uso imediato. A
circulagdo de pessoas deve ser restrita, sendo que uma pequena janela de vidro na
porta é interessante para visualizagdo, evitando sua abertura freqiente por motivos
diversos.

2.2.4. Sala de cultura ou sala de crescimento

Local destinado ao crescimento in vifro do material inoculado. Necessita de
estantes com prateleiras (uma sugestdo & que possuam 50 c¢cm de largura,
distanciadas entre si de 40-45 cm, num total de 5 prateleiras por estante). Cada
prateleira deve ser iluminada individualmente por 2 fileiras de lampadas
fluorescentes. Um armario ou um simples pano preto é (til, também, para as culturas
que precisam se desenvolver no escuro.

2.2.5. Instalagdes de apoio

O dltimo passo na cultura de tecidos vegetais é a aclimatizagéo das plantas, ou
seja, € a etapa na qual as plantas tdm de se adaptar ao ambiente externo ao
laboratério. Para isso, é necessario uma area externa, como camara de nebulizagéo
ou telado apenas, onde as plantas terdo um ambiente controlado e que pode ser
modificado, para que o material vegetal se adapte vagarosamente ao ambiente
natural.

2.3. EQUIPAMENTOS NECESSARIOS

a) Autoclave: utilizada para esterilizagdo de meios de cultura, vidraria, 4gua e
outros materiais. Este aparelho pode produzir calor seco ou calor timido, que
€ mais eficiente para esterilizagéo. A temperatura ideal de trabalho fica em
121°C. Pode ser horizontal ou vertical. Em laboratérios menores, pode ser
substituida por panelas de press3o domésticas dotadas de mandmetro
(Figura 2).




Laboratério de Cultura de Tecidos 13

Figura 2: Autoclave horizontal.

b) Destilador: utilizado para eliminacéo de sais minerais da agua. Para uma
maior pureza da agua, recomenda-se sua utilizacdo juntamente com o
deionizador.

c) Deionizador: deve ser instalado logo apds o destilador. Auxilia na
eliminacdo de ions.

d) Estufa de secagem: destina-se a secagem de vidraria e outros materiais.
Funciona como um forno elétrico comum, produzindo calor seco. Estes
podem também ser utilizados para esterilizagdo desde que produzam
temperaturas de no minimo 160°C (Figura 3).
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Figura 3:

g)

h)

)

k)

Estufa de secagem de materiais.

Forno de microondas: usado para fusdo de agar. Este equipamento pode
ser substituido por um ebulidor..

Maquina de lavar vidraria: Funciona como uma maquina de lavar pratos e
€ utilizada para lavagem mecanica de vidrarias.

Aparelho de banho-maria: substitui o forno de microondas para a fuséo
de &gar.

Aquecedor de agua: utilizado para lavagem de frascos com meio de
cultura.

Lavador de pipetas: destina-se a lavagem de pipetas.

Geladeira: armazenamento de solugbes-estoque, reagentes e reguladores
de crescimento.

Freezer. armazenamento de reagentes que necessitem temperaturas
abaixo de zero graus centigrados.

Balanga: imprescindivel para pesagem de reagentes, no preparo de
solugdes e dos meios de cultura. Para quantidades menores ha a
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necessidade de uma balanga de precisdo. Um laboratério de cultura de
tecidos vegetais, mesmo que pequeno, necessita de uma balanga de
preciséo (Figura 4).

Figura 4: Balanga analitica.

m) Medidor de pH: extremamente (til na determinacéo do pH de solugdes e
dos meios de cultura. Pode ser substituido por papéis-indicadores, porém
apresentam menor precisdo (Figura 5).

Figura 5: Medidor de pH.
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n) Agitador magnético: auxilia no processo de dissolugdo de reagentes
(Figura 6).

Figura 6: Agitador magnético.

o) Capela de fluxo laminar: utilizada para realizar trabalhos de manipulagéo
asséptica. Funciona forgcando a passagem de ar por meio de um filtro
bacteriolégico, de modo que seja criado um ambiente estéril no interior da
capela. N&o deve ser colocada em frente de porta, ventilador ou aparelho de
ar condicionado, para evitar entrada de ar contaminado durante o uso.
Algumas capelas possuem lampadas ultravioleta, que, ligadas cerca de 20
minutos antes de se iniciar o trabalho, esterilizam o ambiente (Figura 7).

Figura 7: Capela de tluxo laminar.
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p) Dispensador de meios de cultura: bomba aspirante que auxilia na
distribuicdo do meio de cultura nos frascos, de uma s6 vez, no volume
desejado. E muito Gtil quando se trabalha com grandes quantidades de meio
de cultura, aumentando o rendimento da operagao.

q) Bico-de-bunsen: equipamento essencial no interior da capela de fluxo
laminar, pois esteriliza os instrumentos cirtrgicos (pingas e Dbisturis)
utilizados e a boca dos frascos. Produz uma chama de fogo pela queima de
gés. Pode ser substituido por lamparina a alcool (Figura 8).

/‘

Figura 8: Aspecto visual de um bico-de-bunsen.

r) Microscépio estereoscépio: muito utilizado em laboratérios que realizam
limpeza clonal.

s) Desumidificador ou umidificador: aparelhos utilizados para controlar a
umidade relativa do ar dentro do laboratério, diminuindo-a ou aumentando-
a respectivamente.

t) Agitador orbital: necessério para cultivos em meios liquidos que
necessitem ficar sob agitagéo constante.

u) Esterilizadores de ar: reduz a populagio de microorganismos nos
ambientes.

v) Maquina para lavagem de vidrarias.
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2.4. VIDRARIAS UTILIZADAS

Além dos equipamentos e da infra-estrutura citada acima, outros utensilios
como vidrarias e materiais sdo muito utilizados dentro de um laboratério de cuitura de
tecidos vegetais.

Os frascos para o cultivo in vifro séo essenciais para a manuten¢do das
condigbes assépticas do ambiente. Esses frascos tém que ser transparentes e
autoclavaveis, de vidro ou plastico. Podem ser utilizados desde tubos de ensaio e
frascos proprios para a cultura de tecidos (250 a 500 mL) até frascos de alimento e
conserva, reutilizados, de tamanhos e formatos variados. E importante que os
frascos possuam tampas que permitam trocas gasosas entre o ambiente intemo e o
externo ao tubo de ensaio. Porém, deve-se certificar de que as tampas ndo permitam
a contaminagdo do meio nutritivo (Figura 9).

A

\_ A B

Figura 9: Aspecto visual de um tubo de ensaio (A) e um frasco de vidro (B) para
cultivo in vitro.

Para o preparo das solucdes, sdo utilizados beckers, erlenmeyers, provetas,
buretas, pipetas, placas de Petri e bastes de vidro. E aconselhavel que se tenha
beckers e erlenmeyers com capacidade variando entre 25 a 2000 mL e provetas de
10 a 1000 mL (Figura 10).
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C D

Figura 10: Aspecto visual de beckers (A), erlenmeyers (B), pipeta (C) e proveta
(D).

As buretas sdo usadas para despejar o meio nutritivo nos recipientes de cultura,
porém laboratérios maiores utilizam dispensadores automaticos de meio de cultura
para este fim (Figura 11).
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Figura 11: Aspecto visual de uma bureta.

As pipetas graduadas e as provetas sdo usadas para medi¢Ges mais precisas
de volumes. O laboratério deve dispor de um bom numero de pipetas de 1, 2,5, 10 e
25 mL. Existem ainda as pipetas automaticas, que, apesar de mais caras, facilitam e
agilizam o trabalho. Depois do preparo das solugbes-estoque, estas devem ser
guardadas em frascos de vidro de capacidade de 250 a 500 mL, de boca estreita e
de cor ambar para os reagentes sensiveis a luz (Figura 12).
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Figura 12: Aspecto visual de frascos de vidro para armazenamento de
solugdes.
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Para facilitar o0 manuseio e o trabalho com os tubos de ensaio, utiliza-se um
suporte, geralmente de plastico autoclavavel, onde os tubos de ensaio s&o mantidos
em posicdo inclinada de 45°, para aproveitarem a melhor a luz na sala de cultura.
Ainda na sala de cultura, termémetros de maxima e minima s&o indispensaveis para
o eficaz controle da temperatura neste ambiente.

Bandejas de material autoclavavel, funil, papel-toalha, algodso, papel aluminio,
filmes plasticos, pingas, bisturis com laminas, etiquetas, vasos para plantas, sacos
plésticos de mudas, detergentes e caixas gerbox para aclimatizagio s&o apenas
mais alguns utensilios usados em um laboratério de cultura de tecidos vegetais.

o
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3.1. INTRODUGAO

Os meios nutritivos fornecem as substancias essenciais para o desenvolvimento
dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrdo do desenvolvimento in vitro. A
constituicio do meio é baseada nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes
minerais, com algumas modificagdes para atender em necessidades especificas.

Um dos primeiros meios de cultura desenvolvidos foi o de White. Esse meio
apresenta baixo nivel de nitrogénio e de potassio, restringindo assim o seu uso para
muitas células; entretanto, esta formulagdo baixa em sais, é usada em muitas
situagdes. O meio MS foi uma das primeiras formulagdes melhoradas usadas em
cultura de tecidos de plantas, apresentando altos niveis de nitrato, potdssio e
aménio. Atualmente é o meio de cultura amplamente utilizado em trabalhos de
cuitura de tecidos vegetais.

3.2. COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

Os meios nutritivos sdo formados de multiplos componentes, sendo bastante
variaveis em fungdo da espécie vegetal e da origem do explante.
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O meio de cultura é constituido de componentes essenciais e opcionais. Os
essenciais compreendem a &gua, os sais inorganicos, a fonte de carbono e energia,
vitaminas e substancias reguladoras de crescimento. Entre os componentes
adicionais est&o incluidos os aminoacidos e amidas, &cidos organicos e substancias
naturais complexas. Os componentes basicos do meio nutritivo o fazem um substrato
excelente para o crescimento de bactérias e fungos. Para evitar a contaminagéo dos
meios por impurezas minerais, todos os sais utilizados na sua preparagdo devem ser
de qualidade analitica (“p.a"). A inclusdo de fungicidas e bactericidas no meio ndo é
aconselhdavel, podendo ter efeito toxico para o explante.

Os principais componentes de uso mais freqiiente nos meios de cultura so:

3.2.1. Agua

A qualidade da 4gua é muito importante em cultura de tecidos vegetais, uma
vez que este é o componente que entra em maior proporgéo na preparacéo do meio.
Para melhor controle deve-se usar agua destilada, bidestilada e deionizada. A
utilizac&io de &gua de torneira pode comprometer o desenvolvimento da cultura.

3.2.2. Nutrigdo mineral

Os nutrientes empregados nos meios de cultura so os mesmo estabelecidos
para a nutric&o mineral basica das plantas no campo. S&o eles:

a) Nitrogénio é um dos nutrientes mais estudados da constituicio dos meios de
cultura, pois pode ser suplementado na forma de aménio (cation) ou nitrato, nitrato
(énion), ou ainda na forma de compostos orgénicos, dependendo do material em
cultura. E constituinte de aminodcidos, nucleotideos e coenzimas, tendo importancia
na sintese protéica. Meios enriquecidos com nitrogénio é fundamental para a indugdo
de embriogénese somdtica, bem como diferenciagéio de parte aérea.

b) Fésforo é adicionado ao meio, principaimente, como fosfato de potassio
monobésico (H.PO,). E absorvido pelas plantas na forma de ions H:PO,.
Desempenha papel importante no metabolismo energético, na regulagdo de
processos enzimaticos e na ativagdo de enzimas. Necessario para a sintese do ATP;
na organogénese estd envolvido na diferenciagdo da parte aérea, pois reverte o
efeito das auxinas.

c) Potassio é usado na forma de nitrato, fosfato ou cloreto. Ativador de vérias
enzimas do metabolismo de carboidratos e proteinas. Uma das mais importantes é a
quinase do piruvato, enzima envolvida nos processos de glicélise e respiragdo. E
necessério para a embriogénese somatica. Esta necessidade é distinta daguela para
o crescimento de células. Enquanto que 1mM é suficiente para proliferacgo celular,
uma concentragéio de 20mM & utilizada para a producdio 6tima de embrides
somaticos em cenoura. A deficiéncia no meio de cultura conduz, segundo alguns
autores, a hiperhidricidade e decréscimo na taxa de absorg¢ao de fosfato.
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d) Enxofre é incorporado ao meio, principalmente, na forma de sulfato, outra
possibilidade é na forma de amino&cidos (cistina, cisteina e metionina). Envolvido no
metabolismo energértico na formag&o do fosfosulfato de adenosina, constituinte da
tiamina, biotina e coenzima A. Sua absorgdo € relacionada a assimilagdo do
nitrogénio e, independentemente do pH.

e) Calcio é adicionado, principalmente, na forma de cloreto ou nitrato. Possui
papel importante no metabolismo da planta. Envolvido na divis&o celular, uma vez
que um dos componentes da lamela média é o pectato de cdlcio, mantém a
integridade da membrana celular e é importante para a germinacdo de gréos de
pélen. E um agente quimiotréfico para o direcionamento do tubo polinico. Altas
concentragies de calcio (6 a 9 mM) s&o necessérias para controle da necrose do
apice caulinar.

f) Magnésio é mais usado na forma de sulfato de magnésio. E um dos
componentes da clorofila; co-fator importante para vérias reages enzimaticas que
atuam sobre substratos fosforilados.

g) Hidrogénio exerce papel importante no metabolismo da planta. Com
excecéo do CO, todos os compostos organicos tém hidrogénio. Na sua forma
oxidada & um préton.

h) Carbono forma o esqueleto de todos os compostos organicos.

i) Oxigénio é similar ao carbono, também um dos componentes de todos os
compostos organicos do organismo vivo: carboidratos, lipidios, acidos nucléicos,
produtos naturais. O papel do oxigénio livre é receptor de elétrons na respiragéo.

j) Ferro é adicionado na forma de Fe-EDTA. Envolvido nas reagdes de oxi-
reducgdo nos organismos vivos. Ha muitos matabdlitos contendo ferro. Essencial para
a sintese da clorofila, é integrante do grupo protéico (heme) das porfirinas.

k) Boro & usado na forma de &cido bérico. Envolvido no metabolismo de
carboidratos e acidos nucléicos. Importante na germinagéo de grdos de pélen e
crescimento do tubo polinico.

1) Molibidénio é adicionado na forma de molibidato de sédio (Na:MoQ,). Co-
fator da redutase do nitrato.

m) Cobre é usado como sulfato de cobre. Constituinte da enzima plastocianina
que é importante componente do transporte de elétrons.

n) Cloro é essencial para a fotossintese, sendo requerido durante a reacéo de
Hill.

o) Zinco é usado como sulfato de zinco. iImportante nas reagées de oxi-reducéo
das plantas. Co-fator de enzimas anidrase carbénica.

p) Manganés ¢ adicionado como sulfato de manganés. Essencial para a reagdo

de Hill na fotossintese, quando a molécula de dgua é quebrada produzindo elétrons
e oxigénio.
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q) Cobalto é usado como cloreto de cobalto e estad envolvido na expanséo
foliar.

3.2.3. Nutrigdo orgéanica

Os compostos orgénicos importantes sdo os carboidratos, substancias
reguladoras de crescimento, vitaminas, aminoécidos e amidas, certas purinas e
pirimidinas, hexitéis e acidos orgénicos.

a) Fonte de carbono e energia

Ao se excisar parte da planta e cultiva-la in vitro, as células ndo sdo
fotossinteticamente ativas e necessitam de carboidratos para crescimento e
desenvolvimento. A escolha de determinado aglcar depende do processo em
questdo. Muitas vezes, agucares que s&o inefetivos na manutengio do crescimento
do calo, sustentam a iniciagdo de brotagées adventicias e a embriogénese somatica.

Os carboidratos mais usados s&o a sacarose, glicose e frutose nos niveis de 2
a 5% (p/p). A concentragédo de 3% € a mais usada. ConcentragGes de sacarose entre
6 a 12% podem ser usadas em determinadas situagdes, por exemplo, em cultura de
embrides, frutos e anteras, enquanto que o nivel de 1,5% é usado em cultura de
protoplastos.

O aglcar pode caramelizar se o tempo de autoclavagem for excessivo,
formando em sua degradagdo hidroxiacetonas, dihidroxiacetona, furano, 2-
metilfurano, 2,5-dimetilfurano e maltol. Estes compostos formam meladoidinas que
séo compostos de coloragdo amarronzada, de alto peso molecular, podendo inibir o
crescimento celular. O agtcar é purificado com acetato, para precipitar impurezas e
pode conter alto nivel de zinco que é téxico para o tecido.

Glicose e frutose devem ser esterilizadas a frio.

b) Substéncias reguladoras de crescimento

O controle quimico da diferenciagio da parte aérea foi primeiramente
observado em cultura de calo de Nicotiana. Foi observado, inibigio na formag3o de
gemas por auxinas, e reversdo deste efeito estimulando brotagdes utilizando-se
adenina bem como o fosfato inorganico. Esta foi a constatagdo de que o processo de
organcgénese in vitro é controlado por substéncias hormonais sendo que o
desenvolvimento de parte aérea, raiz ou calo & determinado pelo balango entre

auxinas e citocininas.

Concentragdes relativamente aitas de auxina e baixas de citocinina favorecem o
enraizamento e o balango inverso promove a formagéo de parte aérea. No entanto,
concentragbes iguais promovem a producgdo de calos. Por esta razdo as auxinas e
citocininas s&o componentes importantes no controle da morfogénese in vitro.
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As concentragbes das auxinas nos meios variam de 0,01 a 10 mg/L. As auxinas

mais usadas s&o AlA (4cido indol-3-acético), AlB (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 indugéo de calos
in vitro e tem o efeito de supressdo da morfogénese. O 4-CPA é uma das auxinas
menos toxicas para o tecido e, talvez, a que tenha o efeito menos detrimental na
morfogénese. A auxina 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) e o picloran induzem a
formagdo de calos em monocotiledoneas. As auxinas sdo termo-estéveis, n&o
decompondo quando autoclavadas. O AlA é a auxina natural @ a menos estével,
sendo destruido em pH baixo. As auxinas 2,4-D e ANA sdo sintéticas e tém efeitos
semelhantes as auxinas de ocorréncias naturais, sendo mais estaveis 4 degradagao.
As solugBes estoque de AIA ndo devem ser usadas apés uma semana de seu
preparo, enquanto solugdes estoque de 2,4-D e ANA podem ser armazenadas até 12
meses sem ocorrer decomposi¢ao.

A dissolugdo das auxinas € feita em NaOH 1N. Utiliza-se 0,3 mL desta base
para dissolver 10 mg de auxina (3 gotas dessa base, em pipeta Pasteur).

/ As citocininas sdo derivadas da adenina (aminopurina) e tém _um papel
fundamental na diferenciag&o e regenerag&o de plantas na maioria das espécies.
Induzem a divisgo celular, proliferagdo e morfogénese da parte aérea. As citocininas
mais usadas em cultura de tecidos s&o a cinetina (CIN), benziladenina (BA), zeatina
(Zea), isopentenil adenina (2ip) e thidiazuron (TDZ). As concentragGes
recomendadas destas substancias variam de 0,03 a 30 mg/L. Cinetina, zeatina e
isopenteniladenina sdo considerados termo-estaveis, uma vez que nenhum produto
de sua decomposigéo foi cbservado apés sua autoclavagem a 120°C, durante 1 hora.
A benziladenina permanece estavel quando autoclavada a 110°C, durante 20
minutos, mas a degradago fotoquimica pode ocorrer.

A dissolugdo das citocininas é feita em HCI 1N, levemente aquecido. Utiliza-se
0,3 mL deste acido para dissolver 10 mg de citocinina.

/ O &acido gibelérico (GAs) é usado, algumas vezes, em cultura de meristemas, na
recuperacdo de plantas livres de virus. O GA; deve ser dissolvido em agua com pH
ajustado a 5,7 ou em base (NaOH 1N). As solugbes de GAs; devem ser esterilizadas
em filtro bacteriolégico uma vez que esta substancia se decompde por autoclavagem.
As solugdes estoques devem ser preparadas na hora.

/O écido abscisico (ABA) & um fitormdnio envolvido no processo de dorméncia e
absciséo de folhas e frutos. Na cultura de tecidos o papel deste composto ainda néo
esta benﬁef nido, embora tenha efeito na embriogénese somatica. Embora este
composto seja termo-estével e fotossensivel, recomenda-se sua esterilizagéo a frio.

O ABA é dissolvido em &gua ou base.

Os hormdnios e as substancias reguladoras de crescimento ndo devem ser
dissolvidas em alcool, pois este produto tem efeito inibidor na morfogénese.




Meios de Cultura 27

A relagdo de horménios e substéncias reguladoras de crescimento mais
comumente usados em cultura de tecidos s&o observados na Tabela 1.

Tabela 1: Horménios e reguladores de crescimento mais utilizados em cultura

de tecidos.

AUXINAS ABREVIATURA PESO MOLECULAR
Acido Indol-3-acético AIA 175,2
Acido Indol-3-butirico AIB 203,23
Acido naftalenoacético ANA 186,2
Acido 2,4-diclorofenoxiacético 2,4D 221,04
Acido 4-clorofenoxiacético 4-CPA 184,5
Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico Picloram 241,46
Acido2,4,5-triclorofenoxiacético 2,4,5-T 255,49
Acido-naftoxiacético NOA 202,21
CITOCININAS
6-Furfurilaminopurina ou Cinetina CIN 215,2
6-Benzilaminopurina ou 6-benziladenina BA, BAP 2252
N°-(4-hidroxi-3-metilbut-2enil) aminopurina ou
zeatina ZEA 2192
(6-benzilamino)-9-(2-tetrahidrooiranil) SH-
purina PBA 300
NE-3-dimetil-2-butitaminopurina ou
Isopentenilladenina 2ip 203,3
Thidiazuron (1-fenil-3-(1,2,3-thiadi-azol-5yl))
uréia TDZ 220,2
GIBERELINAS
Acido giberético GAs 346,4
OUTROS
Acido 2-(cloroetil) fosfénico ou Ethephon ou
Ethrel CEPA 144,5
Acido abscisico ABA 264,31

¢) Vitaminas

Vitaminas s@o compostos organicos que, em baixas concentragies,
desempenham fungdes reguladoras cataliticas no metabolismo celular. A maioria das
plantas superiores s@o capazes de sintetizar a totalidade das vitaminas necessarias
para seu crescimento normal, embora os animais ndo apresentem esta propriedade.

A vitamina mais comumente usada em cultura de tecidos é a tiamina (By). A
tiamina é solivel em agua. Outras vitaminas utilizadas incluem &cido nicotinico (Bs) e
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piridoxina (Bg). Embora as vitaminas sejam adicionadas ao meio antes da
autoclavagem, a esterilizag&o a frio é recomendada para estudos especificos dessas
substancias.

O estudo dos efeitos das vitaminas em plantas é dificultado uma vez que muitas
destas sdo produzidas pelos vegetais. (Nos animais, basta eliminar a vitamina da
dieta para observar seu efeito).

= Vitamina A: ainda n&o foi ainda encontrada nas plantas.

= Tiamina (Vit. By): sua importancia no metabolismo celular é devido a fungdo
como coenzima na descarboxilagdo dos cetoacidos. Ex: Piruvato e
cetoglutarato.

*» Riboflavina (Vit. B;). Constituinte da coenzima FMN (Flavina
mononucleotideo) e o FAD (Flavina-adenina-dinucleotideo) que atuam em
oxidagbes biolégicas. Na fotossintese FMN participa do transporte de
elétrons.

« Acido nicotinico (Niacina ou Vitamina Bs): E um componente das coenzimas
NAD e NADP importantes na transferéncia de hidrogénio.

= Piridoxina, Piridoxal e Piridoxamina (complexo vit. Bg): Fazem parte do
piridoxalfosfato, coenzima importante no metabolismo de amino&cidos. Estas
vitaminas tém papel importante nas reacdes de transaminacdo e
descarboxilaggo.

* Acido pantoténico: Ndo é encontrado na sua forma livre. E um dos
componentes da coenzima A e exerce papel importante no metabolismo de
lipidios. Esta substancia deve ser dissolvida em hidroxido de calcio.

= Biotina: influéncia no metabolismo do acido aspértico, especialmente, nas
reagdes do ciclo de Krebs que levam a formagéo do &cido.

» Acido ascérbico (vitamina C): Catalisador de fosforilizagdo fotossintética
devido ao poder de oxidar e reduzir facilmente.

d) Aminoacidos e amidas

Os amonoédcidos e amidas tém importdncia na amplificagdo das respostas
morfogenéticas, proporcionando maior crescimento e facilitando a diferenciagdo no
sentido da regeneragdo. A necessidade de sua suplementagdo pode ser determinada
pela inclusdo de uma proteina hidrolisada ao meio. Qualquer efeito benéfico pode
ser avaliado pela substituicdo desta proteina por uma mistura de amino&cidos e
amidas. As formas “L’ dos aminodcidos s&o de ccorréncia natural.

A L-tirosina apresenta influencia na iniciagdo de parte aérea em cultura de
calos, L-arginina no enraizamento e L-serina na obtengdo de embrides haplbides
mediante o cultivo de micrésporo.
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As amidas L-glutamina e L-arpagarina s&o benéficas na obtengio de embrides
sométicos, e a cisteina ¢ incluida, as vezes, como agente redutor.

e) Outros suplementos organicos

- Hexitbis:

O mais usado é o inositol, myo-inosito! é a forma inativa e i-inositol é a ativa. O
meso-inositol € uma mistura das formas d e |. 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
compostos polihidricos como reserva, na germinagéo de sementes, no transporte de
agucar, na nutricdo mineral, no metabolismo de carboidratos, na estrutura de
membranas, formacdo de parede celular, homeostase de horménios e no estresse
fisiolégico.

- Purinas e Pirimidinas:

A adenina ou o sulfato de adenina estimulam o crescimento de brotagdes in
vitro. A cancentragdo mais usada varia de 40 a 160 mg/L.

As bases nitrogenadas citosina e guanina podem também promover o
crescimento de cultura de calo.

- Acidos organicos:

A adigdo de acidos de compostos intermediarios do ciclo de Krebs, tais como
malato ou citrato, & comum em meio destinado & cultura de protoplasto. Estes
compostos parecem estar envolvidos na minimizagdo do efeito inibitor da aménia. A
concentracdo de até 10 mM de sais de potassio é recomendada.

O &cido ascorbico e o acido citrico s8o usados para prevenir o escurecimento
de tecidos excisados de plantas. As solugdes antioxidantes sdo preparadas usando
uma mistura de 100 mg de &cido ascdrbico e 150 mg de &cido citrico, dissolvido em 1
litro de &gua. Esta solugdo n3o deve ser autoclavada e sua esterilizagéo é feita em
filtro bacteriolégico de 0,22 ou 0,45 micras.

A inclus&@o de 2000 mg/L de acido ascérbico estimula o crescimento de calo.

- Compostos fendlicos:

Muitos derivados fendlicos (mono-OH) promovem o desenvolvimento da parte
aérea enquanto que os derivados fendlicas (bi-OH) estdo envolvidos com a iniciagdo
de raizes. Estas substancias atuam na degradacéo oxidativa do AlA. Por outro lado,
compostos fendlicos (bi-OH) inibem a degradagéo oxidativa do AIA, tendo efeito
benéfico no enraizamento.

NN



30 EDITORA - UFLA/FAEPE - Cultura de Tecidos

- Extratos naturais:

S&o preparacies obtidas de produtos naturais, de composigdo indefinida, que
servem para enriquecer o meio de cultivo. Séo fontes de fatores, até entéo
desconhecidos, que estimulam o crescimento in vitro. A inclusé@o destes extratos em
meio de cultura s6 é feita, em ultimo caso, quando as tentativas de adequag¢éo néo
forem suficientes para promover determinado processo morfogenético. Em trabalhos
de rotina, estas preparagSes podem ser usadas caso estimulem respostas
desejadas.

= Leite de coco: E o endosperma de Cocus nucifera na fase gelatinosa. E um
suplemento bastante usado. Recomenda-se que seja esterilizado a frio.

s Suco de laranja, tomate e outros; O suco de laranja contém &cido citrico e
outras substancias de crescimento néo identificadas. Pode-se usar suco de
laranja fresco ou congelado.

* Polpa de Banana: Tem sido usada na suplementagdo do meio de cultura de
orquideas. O seu efeito depende da cultivar e da quantidade, bem como, se
originara de frutos verdes ou maduros.

* Extrato de leveduras: E extraido com alcool, contendo em sua composigéo
produtos soltiveis neste solvente. E fonte de aminoacidos e vitaminas.

= Proteinas hidrolisadas. Também s&o fontes de aminodcidos. Dentre estas,
incluem: caseina hidrolisada; lacto-albumina hidrolisada, triptona, peptona,
etc. Proteina de digestdo enzimatica tais como a K-Z-amina Tipo A é
recomendada, em virtude dos aminoacidos se manterem intactos. A hidrélise
&cida destr6i os aminodcidos.

3.2.4. Materiais de suporte

a) Agar

Agar é um polissacarideo obtido pela purificagéo de algas marinhas. O &gar
deve ser de boa qualidade, por exemplo, TC agar, ou Taiyo agar. A concentracdo
usada varia de 06% a 1% (de 6 a 10 g/L). O &gar impuro é constituido de
polissacarideos, aminoacidos, sais, agucar, etc., devendo ser lavado em agua

destilada antes de ser usado. O &gar é alcalino, liquido & temperatura de 80°C e se
solidifica & 40°C.

Outros produtos gelificantes sdo Gelrite (Calbiochem) e Phytagel (Sigma). Séo
mais puros que o agar e provenientes de fermentacGes bacterianas. Usados na
concentragdo de 0,2% (2 g/L). Citam-se que estes produtos podem causar
vitrificag@o em algumas espécies.

Alguns laboratérios sugerem o uso de polvilho de mandioca ou de milho
(maizena) como gelificantes.
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b) Carvéo ativado

E um pé bastante fino e de cor escura. E utilizado para eliminar substancias
toxicas produzidas pelo explante in vitro. A concentragdo & em torno de 0,3%. E
usado quando ocorre o escurecimento do tecido in vitro, descoloragio de meio de
cultura, formagio de calo na fase de enraizamento de propagulos, ou quando o
crescimento do tecido é inibido. O carvdo adsorve produtos provenientes do
metabolismo, bem como substancias hormonais e vitaminas. Sugere-se, em alguns
casos, aumento da concentragdo de auxina, quando na presencga de carvio ativado.
A pureza deste preduto é variavel.

c) Outros produtos: Poliacrilamida, silica gel e papel de filtro.

3.2.5. Qualidades fisicas do meio de cultura

As qualidades fisicas do meio de cultura, & semelhanga da composicdo
quimica, podem desempenhar um pape! importante no sucesso ou falha do
estabelecimento da cultura in vitro. Ha espécies cujos explantes se desenvolvem
meihor em meio liquido (gemas de bromelidceas, apices caulinares de batata e
batata-doce); outras em meio solido (apices caulinares de alho, embriBes de tomate,
diferenciagéo de brotagdes em cotilédones de alface e tomate) e, um terceiro grupo
que responde melhor em meio liquido com suporte de papel de filtro (ovarios de
tomate, morango e fumo).

Na utilizag&io de meio sélido, deve-se considerar a concentragéo e pureza do
agente gelificante.

3.2.6. pH

O crescimento do tecido in vitro é melhor em torno de pH 5,0. Recomenda-se
este valor para formulagdes liquidas. Em meios gelificados com &gar, o pH deve ser
ajustado em 5,7, pois em pH 5,0, ocorre a hidrélise de polissacarideos, enquanto que
em pH 6,0-6,2 verifica-se a precipitagio de sais.

No ajustamento de pH, lava-se primeiramente o eletrédo e, em seguida, faz-se
a leitura em tampéo 4,0. Posteriormente lava-se o eletrddo e desta maneira o
potenciémetro estara calibrado para uso.

O pH varia durante o periodo de incubag&o.

3.2.7. Quantidade de meio

Como regra geral, quanto menor o explante, menor a quantidade de meio a ser
utilizado. Para apices caulinares de batata e batata-doce, 4 mL de meio liquido s&o
suficientes para a diferenciagdo e crescimento inicial, entretanto, em culturas
estabelecidas, a taxa de crescimento & diretamente proporcicnal & quantidade de
meio.

-
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_3_3& Condigoes de incubag@o

Devem ser considerados principalmente as exigéncias de luminosidade,
temperatura, trocas gasosas e acumulo de produtos toxicos no meio.

3.2.8.1. Luminosidade

NZo acorre diferenciagdo de parte aérea em culturas mantidas no escuro. As
caracteristicas intensidade luminosa, periodo de exposicéo e qualidade da luz, s&o
fundamentais.

a) Intensidade Luminosa

A fase inicial de desenvolvimento do explante in vitro (estagio |) requer baixa
intensidade luminosa (até 1000 lux). Na fase de multiplicagdo de parte aérea (estagio
1) as exigéncias sdo de 1000 a 3000 lux, e no estagio lll (pré-transplante,
aclimatizacdo), recomenda-se de 3000 a 10.000 lux. Nesta fase o propagulo se
prepara para a fotossintese.

' b) Qualidade da luz

A qualidade do espectro da lampada utilizada é de suma importéncia na
iniciagdo de parte aérea e raiz em cultura in vifro. As lampadas recomendadas s&o
fluorescentes brancas fria, Gro-lux ou outros tipos de lampadas com emiss&o nas
regiGes do vermeiho (430 nm) e azul (660 nm). Estas regides do espectro influenciam
os processos morfogenéticos. As lampadas incandescentes ndo s&o recomendadas,
pois emitem faixas do vermelho e vermelho distante e, este Ultimo ndo é adequado.

A regi&o do azul é critica para inducdo de parte aérea e a iniciagdo de raizes
adventicias é estimulada por luz vermelha. Em Heliantus tuberosus, a iniciacdo de
raizes adventicias em secdes de tubérculos, é efetiva quando as culturas foram
expostas a luz emitida préximo a 600 nm.

A luz vermelha também‘pode inibir a iniciagéo de raizes laterais, enquanto que
a infra-vermelha pode reverter este efeito. A diferenciagdo de raizes laterais e
adventicias parecem ter exigéncias diferentes. Assim, em cultura de tecidos, quando
se objetiva a multiplicagdo de plantas, as [ampadas devem conter emissbes
adequadas nas regides do luz azul e vermelho, pois ambas estdo envolvidas na
iniciagdo de parte aérea e raiz.

Muitas das lampadas disponiveis foram desenhadas para serem utilizadas em
casa de vegetacdo, onde a fotossintese € importante, mas em cuitura de tecidos a
fotossintese ndo é tdo limitante. As lampadas fluorescentes devem ser trocadas a
cada seis meses.
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c) Periodo de exposigio didria a luz
- Fotopericdo

As exigéncias em fotoperiodo devem ser satisfeitas. O inicio de determinado
processo morfogenético s6 se manifesta quando as culturas estdo expostas a
adequado comprimento do dia. Em geral, 16 horas de iluminagdo e 1000 lux de
intensidade luminosa, tém se mostrado satisfatério para determinadas espécies,
utilizando lampadas fluorescentes branco fria ou Gro-lux. A manuteng&o das culturas
sob iluminag&do constante ndo é recomendada.

d) Quantidade total de energia

Deve considerar a intensidade luminosa e o nimero de horas de exposigéo por
dia. Podemos citar que, em fumo ndo ha exigéncias de fotoperiodo, mas, méxima
formag8o de parte aérea ocorre com 16 horas de fotoperiodo e, 1000 lux de
intensidade luminosa (50-60 pmol.m?.s™).

3.2.8.2. Temperatura

Devem ser considerados os aspectos de flutuagdo diurna. As plantas em seu
habitat natural ndo desenvolvem sob temperatura constante. Em cultura de tecidos o
uso de temperatura constante deve-se a manutengiio se diferentes espécies
cultivadas numa mesma cadmara de crescimento. Entretanto, alguns processos
morfolGgicos exigem flutuagGes diurnas de temperaturas. E o caso de cultura de
ovério de tomate, onde o niimero méximo de sementes formadas in vitro, ocorre em
culturas submetidas a um regime diurno/noturnc de 22/17°C. Menor nimero de
sementes foi observado em cultura mantida sob temperatura constante de 27°C.

As exigéncias de temperatura para o desenvolvimento da planta em condigbes
naturais devem ser consideradas como ponto de partida para estabelecer cultivo in
vitro da espécie em questdo. Espécies oriundas de habitat tropical, temperado e
desértico tém diferentes temperaturas étimas para o crescimento e desenvolvimento.

Outro aspecto importante é que, algumas vezes, obtém-se um bom
desenvolvimento de plantas in vitro, mas quando transplantadas para o solo morrem
porque estéo dormentes, ou seja, serd necessario uma boa aclimatizagéo para que
sejam quebradas as dorméncias antes de serem transplantas ao solo.

3.2.8.3. Umidade relativa

Em condigGes de clima seco pode ser pode usar tampas algoddo, pois estas
permitem boa troca gasosa, entretanto, o meio pode secar mais répido em condigSes
de baixa umidade relativa.

Quando em clima Umido cuidados devem ser tomados com relagdo as

contaminagbes. As tampas de algoddo podem ser usadas com cautela, e o uso de
um desumidificador na camara de crescimento é recomendado.

e
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3.2.8.4. Trocas gasosas

As plantas praoduzem oxigénio, gas carbdnico, etileno, aldeido e outros volateis.
Na natureza estes compostos sdo dissipados na atmosfera. O etileno acelera a
senescéncia, abscisdo foliar e amadurecimento. Alcool em alta concentragso induz a
formagéo de calos.

A cultura de tecidos é um sistema fechado. A acumulagdo de CO., em altas
concentragdes conduz a anaerobiose, fermentagdo e produgdo de alccois. Em
alguns casos, altas concentragdes de gas carbdnico induzem disturbios no
crescimento e desenvolvimento da planta in vitro. Deve-se observar a sensibilidade
da planta a volateis. A maneira de fechar o frasco é bastante importante.

Em cultura de tecidos de Solanum tuberosum, nunca se deve vedar os frascos
com parafilm, devido ao actimulo de altas concentragdes de CO; e etileno, fazendo
com que os propagulos apresentem anomalias caracterizadas pelo entumescimento
do caule, folhas ausentes ou pequenas, iniciagdo de raizes adventicias em varios
pontos do caule, e o efeito indireto da necrose do épice caulinar (deficiéncia nas
trocas gasosas reduz a transpiragdo e a translocag@o do calcio € dificultada). Em
laboratérios comerciais de produgdo de batata-semente livie de viroses ndo é
recomendado o vedamento das culturas.

Em locais onde ha muita poluigdo ambiental recomenda-se o uso de filtro de
carvéo ativado.
3.2.9. Esterilizagdo do meio de cuitura

O tempo minimo recomendado para esterilizagdo de meio para cultura de
tecidos de plantas é apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Periodo minimo recomendado para esterilizagdo~de meio para cultura
de tecidos de plantas. (Extraido do Catalogo da Sigma, 1990).

Volume do meio por recipiente (mL) Tempo minimo de autoclavagem (minuto)
25 20
50 25
100 28
250 31
500 35
1000 40
2000 48
4000 63

121°C e 1,05kg/cm/cm® = 105kPa.

Os desinfestantes mais comumente usados em cultura de tecidos de plantas
estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Desinfestantes mais comumente usados em cultura de tecidos de
plantas. (Extraido do Catalogo da Sigma, 1990).

Desinfestante Concentragado (%) Tempo de exposi¢do (minuto)
Hipoclorito de Calcio 9-10 5-30
Hipoclorito de Sédio 0,5-50 5-30
Agua Oxigenada 3-12 5-15
Alcool etilico 70-95 5-15
Nitrato de prata 1 5-30
Cloreto de merctirio 01-10 2-10
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4.1. INTRODUGAO

Viérias técnicas tem sido utilizadas no estabelecimento in vitro de tecidos
vegetais. Dentre estas destacam-se a calogénese, suspensdo celular, cultura de
anteras, meristemas e de embriées. A escolha do tipo de técnica a ser empregada
varia com a espécie estudada e com o tecido utilizado como explante.

4.2. CALOGENESE

Calos s3o tecidos que se desenvolvem em resposta a injurias fisicas ou
quimicas. As células tem certo grau de diferenciagdo e sdo desorganizadas podendo
apresentar algumas &reas com tecido organizado. Apresentam tecido indiferenciado
mas as células estdo diferenciadas.

A cultura de calos pode ser iniciada in vitro colocando uma pequena parte de
uma planta (explante) no meio de cultura, em condices assépticas. Sob o estimulo
de substancias de crescimento endégenas ocu de reguladores de crescimento
adicionado no meio, 0 metabolismo celular, que se encontra no estadio quiescente, é
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modificado iniciando-se uma divis&o ativa. Durante o processo, a diferenciacéo e a
especializago celular sdo revertidas e o explante origina um novo tecido que é
composto de células meristematicas e n&o especializadas (Figura 13).

Calos
compacto

Calos secundario

Parte de )
tecido vegetal Crescimento do
calo primério no )
explante Calo friavel

Calos friavel em
meio liquido sob
agitagdo

Inécuo
para nova
cultura

- -

Suspenséo celular A suspenséo é decantada ou filtrada

Figura 13: Etapas da iniciagdo de culturas de calo e suspensao celular
{Modificado de George, 1993).

Durante a diferenciagdo, novos meristemas sdo formados no tecido e esses
originam células parenquimosas n&o diferenciadas, sem nenhuma estrutura
organizada, caracteristica do 6rgéo ou tecido do qual elas foram derivadas. Embora
o calo permanece n&o organizado, o crescimento continua e, algumas tipos de
células especializadas podem ser formadas. Tal diferenciagdo pode ocorrer em
locais aleatérios ou associados a centros de morfogénese que originam érgéos como
raizes, brotagdes e embrides. A produgdo de novas plantas de culturas nao
organizadas é frequentemente referida como regeneragso.

P
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4.2.1. Aplicagdo da cultura de calos

A cultura de calos tem vérias aplicagbes como permitir o estudo do
desenvalvimento celular, exploragdd de produtos secundarios (metabdlitos de
plantas medicinais), obtengio de suspensdes celulares (evitando o extrativismo da
planta), propagacdo de espécies onde a via direta é dificil sendo neste caso,
recomendada a sua utilizaggo mesmo existindo risco de variagdo somaclonal. A
cultura de calos permite também estudar a citodiferenciagdo e a morfogénese, além
da inducio de mutacéo através de técnicas quimicas ou radiagéo.

4.2.2. Técnicas para estabelecimento de calos

a) Indugéo

Nesta fase, a selegdo do explante bem como meio adequado e condigbes
ambientais favoraveis (baixa luminosidade, temperatura normal) s&o decisivas para a
indugdo. Tem-se nesta etapa um metabolismo ativo com células de tamanho
constante e ocorrendo sintese de proteinas e DNA e a preparagéo da célula para
diviséo.

b) Divisdo Celular

As células revertem para um estadio meristematico (desdiferenciaggo). E uma
fase de sintese onde ocorre decréscimo do tamanho da célula.

c) Diferenciag@o
Nesta fase ha a expressdo de certas rotas metabdlicas. O explante utilizado

pode n&o requer regulador de crescimento, pode requer somente auxina ou
citocinina ou ambos. ‘

4.2.3. Tipos de calos

Os tipos de calos usados variam de acordo com o objetivo do trabalho. Calos
‘firmes’ por serem altamente lignificados e de textura dura, s&o indicados para
organogénese. Por outro lado, calos ‘fridveis’ (mole), que s&o frageis e separam-se
facilmente, constituem o tipo mais utilizado em suspensao celular. A coloragéo dos
calos também é variavel podendo ser amarelo, verde, branco, etc.

4.2.4. Tamanho, tempo de repicagem e manutencdo de calos na subcultura -

O tamanho dos calos deve ser suficiente para assegurar o crescimento. O
inécuo deve possuir de 5 a 10 mm de diametro ou 20 a 100 mg. O tamanho é
fundamental para que acontega o efeito comunidade, onde uma célula é dependente
da outra para se muitiplicar.
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Apds um certo tempo de cultivo, os calos envelhecem e devem portanto serem
repicados, ou seja, divididos (quando o tamanho permitir) e transferidos para outro
meio. O tempo de repicagem & varidvel e dependente da taxa de crescimento. Em
muitas espécies pode ser realizada em intervalos de 28 dias de cultivo.

Na manuteng&o do calos, o mais comum é usar o0 mesmo meio de cultura basico
da indugBo. Algumas caracteristicas basicas do calo com sinal de ‘velhice”
desaceleragéo do crescimento (pode ser avaliado pesando-se os calos de 3 em 3
dias, construindo-se uma curva de crescimento); necrose do tecido; escurecimento
do tecido; secamento, que pode ser devido a exaustdio de nutrientes, inibigdo do
crescimento, etc.

4.3. SUSPENSAO CELULAR

Consiste de células ou agregados de células dispersas crescendo em meio
liquido em movimentacdo (agitagdo).

O inicio da suspensé&o celular é a utilizago de calos fridveis em agitacgo. O
indcuo na faixa de 2 g / 25 mi constitui uma quantidade suficiente para um bom efeito
de comunidade.

As suspensdes celulares sdo obtidas transferindo-se calos fridveis para meio
liquido sob agitago. Em geral, a composig&o do meio de cultura para a obtengdo de
suspensdes celulares é igual & do meio utilizado para o cultivo de calo.

O conhecimento das fases de crescimento de uma suspens3o celular dentro de
cada subcultivo é bastante importante, uma vez que o potencial embriogénico das
células em suspensdo pode ser mantido através da utilizagdo de subcultivos nas
fases de crescimento logaritmica das células.

4.3.1. Aplicagoes da suspensio celular:

E usada para obtengéo de sementes sintéticas (embriogénese somatica),
isolamento de protoplastos, isolamento de mutantes, obtencdo de resistentes a
certos elementos (Aluminio, toxinas, herbicidas, sal), producdo de metabdlitos
secundérios e nos processos de transformagéo de plantas.

4.3.2. Métodos mais utilizados para medir o crescimento celular:

Para quantificar o crescimento de células em suspensdo, sdo utilizados
principalmente os métodos baseados no nuimero de células, peso de matéria seca,
peso de matéria fresca, volume de células e proteina total da célula.

Um calos tipico iniciado de um explante passa por trés estagios de
desenvolvimento, que compreende a indugdo da divisdo celular, um periodo de
divisdo celular ativa durante o qual as células diferenciadas perdem. as
caracteristicas especializadas para tornarem-se desdiferenciada e um pericdo no

\
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qual a divisdo celular é reduzida ou mesmo cessa, iniciando entdo a especializagdo

celular.

Esses estadios podem ser acompanhadas numa curva de crescimento

caracterizadas por seis fases (Figura 14).

L J

Fase lag: é caracterizada por ndo ter ganho em nimero de células, pelo
inicio da mobilizagdo de metabdlitos sem ocorrer qualquer diviséo celular,
pela sintese de proteinas e sintese de metabdlitos especificos. A atengdo
deve ser dada a densidade do inécuo que afeta o comprimento da fase lag.
Quanto menor o peso do calos utilizado, maior é a fase lag.

Fase exponencial: é caracterizada por divis&o celular intensa, aumento no
namero de células, porém células de tamanho pequeno com formacéo de
agregados de células.

Fase linear. a fase exponecial é seguida pela fase linear. O crescimento
celular & ativo e as células adquirem competéncia para proceder a
repicagem.

Fase de desaceleragéo: ocorre uma redug@o na diviséo celular. E no final
dessa fase que se deve iniciar o processo de repicagem.

Fase estacionéria: a repicagem deve ser terminada ainda no inicio dessa
fase quando ndo ha divisdo 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.

—,_._ﬁ
] Fase
Faso de estacio
desacele- néra
Ne ra¢do do
células m
Fase de
crescimento Fase
exponencial de
declinio
Fase F
lag :ze
Indcuo — pubirill
inicial l tinear |
i
Tempo —

Figura 14: Curva de crescimento de uma suspensao celular.
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4.3.3. Importancia da curva de crescimento

A curva de crescimento de calos & calculada com o objetivo de se obter a época
de repicagem (subcultura), para determinar onde ha a maior producgo de metabélitos
(quando o estudo objetiva o metabolismo secundario). Esta fase é de desaceleracéo,
pois os metabdlitos secundarios ndo constituem prioridade no metabolismo celular.

4.4. CULTURA DE ANTERAS

A cultura de anteras € uma técnica para a obtengdo de plantas hapléides a
partir de plantas normalmente dipléides. A descoberta que o grdo de pélen poderia
desenvolver embribes foi feita por acaso na década de 60. Atualmente, muitas
plantas s&o produzidas a partir do gréo de pélen imaturo ou calo que desenvolve a
partir do micrésporo (Figura 15).

Figura 15: Cultura de anteras de Nicotiana tabacum. A flor é excisada quando
as pétalas estdo emergindo do botdo (superior & esquerda). A antera
imatura é removida assepticamente e inoculada em um meio padrio
sem reguladores. Embrides sométicos desenvolvem do calo
derivado do micésporo hapléide. Os embrides hapléides (1n) para
formar plantula (extraido de Hartmann et al., 1997).
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A cultura de anteras tem grande potencial para o melhoramento de plantas e é
usada para a obtengéo de plantas hapldides. A palavra hapléide refere-se a plantas
que possuem o numero gametofitico de cromossomos em seus espordfitos, ou seja,
s&o originarias de um espordfito e contém metade do nimero de cromossomos da
espécie.

Plantas hapléides podem ser obtidas in vivo através de polinizagdo com pélen
irradiado, polinizagdo com pélen abortivo (estéril), tratamento do pdlen com choques
térmicos, hibridagcdo distante. /n vitro pode ser obtido pelo desenvolvimento da
oosfera ndo fertilizada, pela cultura de anteras e ou graos de pélen (diretamente por
embriogénese e indiretamente via formagéo de calos).

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

4.4.1. Protocolo para a obtengdo de hapléides

O protocolo para cultura de anteras pode ser descrito resumidamente como
segue:

a) os botGes florais fechados s&o desinfestados;

b) faz-se uma incis@o de um dos lados do botdo floral e estames sé&o
delicadamente removidos. O filamento do estame & removido (com bastante
cuidado para ndo danificar as anteras) e

¢) as anteras sdo inoculadas em meio de cultura.

4.4.2. Fatores que influenciam a androgénese

1) Gendtipo da planta doadora: tem sido observado que géneros, espécies e
cultivares apresentam diferentes respostas na cultura de anteras.

2) Condigdes fisioldgicas e idade da planta: flores das plantas relativamente
novas, no inicio da floragdo sdo mais adequadas do que botbes florais de
plantas velhas e em final de seu periodo de crescimento.

3) Estadio de desenvolvimento do pdlen: o micrésporo no estagio uninucleado
& o mais adequado (antes ou logo apos a primeira antese). Existe correlagéo
entre o tamanho do botéo floral e o estadio do desenvolvimento do pdlen
(importante ao se considerar a pléidia do embrido produzido). O estégio do
desenvolvimento do pdlen na antera pode ser determinado pelo corante
acetocarmicima ou reagente de Schiff.

4) Pré-tratamento dos botdes ou anteras:

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

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

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

A necessidade de reguladores de crescimento, também é varidvel. Suplementos
orgénicos como caseina hidrolizada, dgua de cico, extrato de leveduras,
aminoacidos, acido ascarbico tem sido utilizados com sucesso.

4.4.3. |dentificacdo de hapldides

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

4.4.4. Problemas

Alguns problemas relacionados a cultura de anteras podem ocorrer quando sdo
usadas técnicas inadequadas para se produzir plantas dipoides a partir de hapldides
regenerados de cultura de anteras; uso de técnicas inadequadas de regeneracso;
ocorréncia de elevada taxa de mutagédo (anormalidades); desdiferenciagdo de calo a
partir de células dos tecidos somaticos da antera e; alta incidéncia de plantas albinas
(principalmente em gramineas).

4.4.5. Utilizagao de plantas hapélides

A técnica da androgénese permite:

a) Obtencio de homozigose. Em programas de melhoramento, onde é
necessario a obtengdo de linhagens, a homozigose destas pelos processos
tradicionais s6 ocorre apds 6 a 8 geragdes de autofecundagéo ou retrocruzamento.
Através da cultura de anteras, plantas hapldides sdo obtidas imediatamente, pois
uma vez duplicado seu numero de cromossomo, originam plantas dipldides que
apresentam homozigose em 100% dos loci, reduzindo o tempo.

b) Produc@o de supermachos. Tomando-se com exemplo o aspargo, que €
didica, as plantas masculinas s&o mais produtivas. Ha interesse na determinaggo de
um método que produza por sementes todas as plantas hibridas F; heteréticas
masculinas.

A partir de plantas femininas ( XX - homogaméticas) e plantas masculinas (XY -
heterogaméticas), por cultura de anteras, pode-se obter plantas hapldides tanto X
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como Y, pela duplicagdo: XX (plantas femininas) e YY (supermachos). Usando estes
supermachos na produgéo de hibridos, toda a progénie de plantas serd masculina
(XY) e portanto, mais produtiva e menos fibrosa.

A obtengdo de haploides in vitro pela cultura de anteras ja € uma realidade em
solanaceaes, gramineas e cruciferas.

4.5. CULTURA DE ESTRUTURAS ORGANIZADAS

O termo cultura de drgéos é usado para todas os tipos de cultura nos quais uma
forma organizada de crescimento pode ser continuamente mantida. Inclui o
isolamento asséptico de estruturas definidas como primérdio foliar, flores imaturas e
frutos, e seu crescimento in vitro. Para a propagagdo vegetal, os mais importantes
tipos de culturas de drgéos séo:

a) Cultura de meristema

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

b) Cultura de apices caulinares

E o estabelecimento in vitro a partir de brotagSes apicais maiores do que
aquelas utilizadas para iniciar a cultura de meristema, tendo alguns primérdios
foliares. Essas brotagGes apicais podem produzir multiplas brotagoes.

¢) Cultura de segmentos nodais

Os segmentos nodais sdo constituidos de gemas laterais isoladas, segmentos
de caule com uma ou multiplas gemas. Cada gema desenvolve para formar uma
Unica brotacéo.

d) Cultura de embribes

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

A cultura de meristema e a cultura de embries s3o descritos com mais
detalhes a seguir.

ultura de Meristemas

Usualmente, a cultura de meristema refere-se ao crescimento do domo apical
da brotagdo, excluindo as folhas primordiais..
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O meristema n&o apresenta foliolos (Figura 16) sendo constituido por duas
regides diferentes, tinica e corpus. A tinica é constituida de uma a trés camadas de
células, a mais interna forma a epiderme e as outras duas restantes dio origem a
folha ou somente a epiderme foliar. O corpus é a camada mais interna, responsavel
pela formag&o do restante da planta. O plano de divisdo da tinica é anticlinal e do
corpus € periclinal.

4.5.1.1. Aplicagdes da cultura de meristema

A cultura de meristemas & utilizada para estudos do efeito de fitorreguladores
na iniciagéo foliar e no estudo do florescimento, na propagagdo vegetativa para
obtenc&o de plantas livres de patogénos e, na multiplicagdo clonal rapida.

Os meristemas s&o amplamente ultilizados na limpeza pois estes materiais so
livres de virus. Isto é explicado pelos seguintes fatos:

a) Crescimento continuo do tecido. A divisdo celular é intensa, o que aumenta a
competicdo por metabdlitos e desta forma o virus ndo tem energia suficiente para
sua multiplicaggo.

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

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

e Tamanho ideal do meristema: de 0,1 a 1 mm. Menor tamanho implica num

maior sucesso na limpeza, mais a sobrevivéncia & menor;

» Localizaggo do explante: explantes retirados da ponta do broto estdo em um

estadio mais jovem de desenvolvimento do que explantes da base;

 Epoca de colheita: os explantes devem ser de fase de crescimento ativo.
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Figura 16: Localizagdo de explantes no apice caulinar {modificado de George,
1993).

4.5.2. Cultura de Embrites

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.

EmbriGes zigéticos ou de sementes sdo frequentemente usados vantajosamente
como explantes em cultura de tecidos, por exemplo, para iniciar a cultura de calo. Em
cultura de embrides, entretanto, os embriGes s&do retirados das sementes e sdo
individualmente isolados e “germinados” in vitro desenvolvendo uma planta por
explante. A cultura de embrides isolados pode ajudar na produgdo rapida de
pléntulas de sementes que apresentam dorméncia embrionéria ou embrido imaturo.

4.5.2.1. Tipos de cultura de embrides:

a) Cultura de embrido imaturo

Originado de sementes imaturas, é usado para evitar o abortamento natural. E
mais dificil, devido a excisdo e meio de cultura mais complexo.

b) Cultura de embribes maturos

Originado de sementes maturas, € usado para evitar a inibigdo de germinagio
de semente.




Técnicas de Estabelecimento In Vitro 47

4.5.2.2. Estadios de desenvolvimento do embrido

Quanto mais imaturo for o embrido maior sera o requerimento nutricional. No
estadio globular ha requerimento de meios mais complexo (fitorménios, altas
concentragGes de aglcares, dgua de coco, etc.). Antes do formato de corag&o, os
embrifes sdo bastante heterogéneos, ndo sintetizando fitorménio ou mobilizando
compostos de carbono.

No estadios heterotroficos, os embriGes requerem sais, aglcares, vitaminas,
nitrogénio, citocininas, auxinas, dgua de coco (algumas substancias podem ser
opcionais). Quando aumentam de tamanho, tornam-se autotroficos e neste estadio
requerem um meio mais simples.

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

4.5.2.3. Fatores que afetam o sucesso da cultura de embrido

1) Genétipo: em algumas espécies o embrido cresce faciimente 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) Condicdo de crescimento da planta-mde; crescer a planta-mde em
condicdes controladas resulta em um melhor desenvolvimento do
endosperma, portanto melhora o crescimento do embrido isolado.

4) Composic@o do meio: embriGes imaturos requerem uma composigdo mais
critica do que embrides maturos. Em ambos (maturo e imaturo) os macro e
microelementos s&o0 importantes.

Os meios usados s&o sélidos: MS, White e Bs, em uma faixa de pH entre 5 a 6.
Carboidratos (sacarose, usada na concentragio de 2-3% e 8-12% para embrides
maturos e imaturos, respectivamente) sdo fontes de energia e também agem
abaixando o potencial osmatico, especialmente em embrido jovens.

O &gar é usado em concentrag3es entre 0,6 a 0,8% (valores abaixo resultam
em inibigo de crescimento). Os reguladores de crescimento auxinas e citocininas
geralmente ndo sdo usados. As vezes se uliliza giberelina. Substancias de
contribuicdo complexa como a agua de coco s&o bastante utilizadas, especialmente
para embriées imaturos.

5) Luz: fator pouco estudado. Algumas vezes mantém-se o embrido isolado
no escuro por 7 a 14 dias.
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6) Temperatura: a temperatura 6tima é dependente da espécie, variando,
geralmente entre 22 e 28°C).

4.5.2.4. Aplicagdes praticas da cultura de embriGes

a) Eliminagé&o da inibigcdo (dorméncia) da germinagéo de semente

Em algumas espécies € absolutamente impossivel obter a germinagéo in vivo
devido a caracteristicas genéticas ou fisioclogicas.

b) Recuperagdo 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 pos-
zigoticas (sementes murchas e embriGes abortivos). Os embrides hibridos s&o salvos
e removidos antes que ocorra o aborto e, posteriormente cultivados in vitro.

¢) Superagdo da dorméncia das sementes

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

d) Superacgdo da esterilidade das sementes.

As causas de ocorréncia de sementes estéreis em algumas espécies podem ser
o desenvolvimento incompleto do embrido, mutagdes das estruturas que cobrem o
embrido ou algum tipo de dorméncia recalcitrante para a qual nenhum método tem
sido desenvolvido.

e) Germinagédo de sementes de parasitas obrigatorios.

Sem o hospedeiro, é impossivel a ocorréncia in vivo. Assim também a retirada
dos embries e cultivo in vitro pode suprir esta necessidade, permitindo o
desenvolvimento de plantas.

f) Prevengdo do embrido abortivo que ocorre com o amadurecimento precoce
de frutos carnosos
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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) Propagacéo vegetativa
Devido a sua natureza juvenil com alto potencial regenerativo, embrides sdo

excelentes explantes para propagago clonal in vitro. Especialmente para coniferas e
gramineas.
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5.1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a cultura de tecido torou-se importante técnica na tentativa
de estabelecimento de metodologias de propagagéo de varias espécies. Por ser uma
técnica que possibilita resultados bastante préticos, a cultura de tecido ainda
necessita de informagdes basicas para seu perfeito entendimento.

Os métodos mais econdmicos e disponiveis para propagagdo de plantas de
uma determinada espécie podem mudar com o tempo. Maiores avangos podem vir de
um melhor conhecimento dos fatores que controlam a morfogénese e a estabilidade
genética in vitro.

Os laboratérios de micropropagagdo comercial utilizam quatro métodos basicos
para multiplicar plantas in vitro: aumento de brotagdes axilares; segmentos nodais;
brotagdes adventicias e embriogénese somatica.

A redugdo nos custos de produgdo e a identificagdo de produtos, os quais s&o
diferenciados pelo seu valor econdmico, s&o estagios criticos para que a
micropropagacao possa ser expandida comercialmente.

A totipoténcia celular (capacidade da célula em formar um individuo idéntico ao
individuo de onde esta foi extraida), associada aos efeitos do balan¢o hormonal, tem
tornado possivel o estudo da morfogénese in vitro e sua aplicagdo mais pratica, a
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micropropagagéo, técnica amplamente utilizada para a propagagéo de frutiferas de
clima temperado.

A micropropagagcdo € o desenvolvimento de novas plantas em um meio artificial
sob condigbes asSépticas, a partir de pequenos propéagulos (explantes). Para as
espécies lenhosas, as partes mais empregadas sdo apices caulinares, micro-
estacas, embrides, calos celulares, entre outras.

A cultura de tecidos difere dos métodos tradicionais, principalmente nas
condicdes sob as quais a propagagdo é efetuada, mas ndo difere destes quanto a
seus principios. As diferengas Gbvias referem-se ao fato de a micropropagagéo
empregar propagulos pequenos, controle asséptico, controle do meio ambiente e
rapida multiplicagdo, quando comparada com os métodos tradicionais.

5.2. FASES DA MICROPROPAGAGAO

5.2.1. Fase preparativa (Estadio 0)

Esta fase compreende o cultivo das matrizes em condiges especial de higiene.
Isto redundard posteriormente em obtenc&o de propagulos com menor incidéncia de
fungos e bactérias. As plantas matrizes devem estar crescendo em vasos ou outros
recipientes, em casa de vegetag&o com cobertura de vidro ou plastico. Sera dtil
qualquer dispositivo que fomecer agua para as plantas diretamente no vaso ou por
capilaridade, como, por exemplo, irrigagdo por gotejamento. A duragdo minima do
regime de &gua deve ser testada para cada espécie.

O impacto deste estadio inicial aparentemente n&o limita somente a condigao
sanitaria da planta, mas também a percentagem de sobrevivéncia na fase seguinte.
Assim, empregando-se esta fase, pode-se desinfestar o material sem a retirada das
folhas que conterdo um menor nimero de indculos, 0 que, conseqiientemente,
redundard em uma maior scbrevivéncia.

Alguns parametros afetam sensivelmente a planta matriz de onde sera coletado
o propagulo. Entre eles, podem ser citados:

a)luz

Os segmentos foliares provenientes de plantas estoques (matrizes) tratadas
com luz vermelha produzem mais brotagdes por explante do que plantas ndo-
tratadas.

b) Temperatura

As plantas lenhosas podem ser induzidas a surtos de novos crescimentos
quando colocadas em temperaturas de 4 a 5°C por um periodo de tempo equivalente
aquele necessario para a quebra natural de dorméncia.
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A reatividade do explante logo apds o estégio 0, ou seja, no estagio 1, pode ser
controlada por um tratamento apropriado com reguladores de crescimento da planta
estoque, das fontes de explantes ou do préprio explante.

Manipulacdes podem mudar a fisiclogia das estacas de arvores vethas, de tal
forma que elas se tornam propicias para uma propagagao clonal comercial.

5.2.2. Inicio do cultivo (Estégio 1)

Nesta fase, deve-se prestar a ateng&o no seguintes fatores:

a) Tipo de explante

A escolha do explante recai, geralmente, nas gemas apicais ou axilares. O
estagio de desenvolvimento do explante é de suma importéancia. A idade da planta
matriz, a idade fisiolégica do explante e seu estégio de desenvolvimento, assim como
seu tamanho pode determinar o sucesso deste procedimento.

b) Reacgbes de hipersensibilidade

Quando os tecidos sdo expostos a condigbes de estresse, tais como dano
mecanico, que ocorre ao se isolar o explante da planta estoque, o metabolismo de
compostos fendlicos é estimulado. Isto leva a reagSes de hipersensibilidade, tais
como a liberagdo do contetido nas células danificadas, as reages nas células
vizinhas, mas, sem mostrar sintomas de danos, e/ou a morte prematura de células
especificas no lugar do ferimento ou o lugar de infecgao.

De um modo geral, existem trés tipos possiveis de resposta ao estresse ou
dano mecanico:
1) oxidagdo de compostos fendlicos pré-formados, ocorrendo a formagdo de
quinonas e material polimerizado;

2) sintese de monofendis €;
3) sintese de derivados de polifenois.

A sintese de monofendis pode levar ao acimulo de maiores quantidades de
produtos pré-formados nos tecidos nZo danificados ou ao aparecimento de novos
produtos que desempenham um papel no mecanismo de protegdo do tecido contra a
contaminagdo (fitoalexinas). O papel destes produtos ja mencionados pode ser o de
formar uma barreira fisica contra a invas&o (lignina), ou um inibidor de crescimento
microbiano (quinonas, fitoalexinas).

Um grupo especial de compostos fendlicos sdo as auxinas protetoras
(antioxidantes que inibem a oxidacdo do AlA catalizado pelas peroxidases). Numa
planta intacta, ha um gradiente na inibicdo da degradagdo enzimética do AlA que é
inversamente proporcional a idade do tecido. Isto mostra que a inibicdo diminui em
diregdo a base do caule, ou a concentragdo de auxinas protetoras € maior nas folhas
mais novas e nos intenddios. De um modo geral, os fendlicos sdo produtos
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facilmente oxidados. Tais produtos podem ser fitotoxicos, ou mesmo aumentar os
processes de oxidagdo, pois apbs a ocorréncia da oxidagdo, estes se tornam
oxidantes muito fortes.

Alguns passos basicos para evitar o escurecimento do tecido e do meio na fase
de inicio de cultivo incluem a:

»> remocdo dos compostos fendlicos produzidos (lixiviagdo, adsorgéo com
carvéo ativado ou polivinilpirrolidona);

> modificagdo do potencial redutor (agentes redutores ou menos oxigénio
disponivel);

> inativagdo das enzimas fenolases (agentes quelantes);

» redugdo da atividade da fenolase (baixo pH, escurid&o, entre outros).

Nem todo antioxidante é eficaz nesta fase. Alguns sdo até mesmo recomendado
por um curto espago de tempo, porque rapidamente eles se tomam fortes oxidantes,
como, por exemplo, o acido ascorbico.

Alguns micronutrientes, tais como o manganés (co-fator de peroxidases) e o
cobre (parte da complexa enzima fenolase), podem estimular a oxidagdo de fenéis.
Desta forma, € conveniente usar estas formulagdes de sais em baixas
concentragdes.

5.2.3. Multiplicagao (Estagio 2)

Nesta fase, cultivam-se brotagdes com a finalidade de aumentar o nimero de
estacas. Nesta fase, inimeros subcultivos podem ocorrer até atingir um niimero de
brotagdes que seréo enraizadas. Objetiva-se, nesta fase, a obtencdo de brotagdes
alongadas e aptas para a fase de enraizamento.

O método mais usado é o da formagdo adventicia de caules, pois facilita e
acelera o aumento dos propagulos. Para cada espécie, no entanto, tem-se que
determinar se este sistema produz plantas com as mesmas caracteristicas genéticas
da planta-mde. A calogénese axilar também é empregada na micropropagacédo e
garante a obtencéo de individuos com idéntica composicio genética da planta matriz
(Figura 17).

i
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Figura 17: Diagrama da produgdo de mudas advindas da micropropagagao de
gemas terminais e axilares (adaptado de FACHINELLO et al., 1995).

Na fase de multiplicagdo, uma dosagem excessiva ou escolha inadequada de
citocinina pode ser responsavel pelo aparecimento de plantas epigenéticas (plantas
que apresentam modificacoes fenotipicas, mas sem alteragdo na carga genética) que
s6 poderdo ser avaliadas no final do processo. Elevado nimero de subcultivos in
vifro de morangueiro resulta em sérios distlrbios, tais como auséncia ou fraco
enraizamento, formagdo excessiva de flores, frutos pequenos e deformados e plantas
hetercgéneas.

5.2.4. Alongamento de brotagdes e indugdo de raiz (Estigio 3)

Nem sempre o alongamento das brotagdes é necessario. As vezes, a simples
transferéncia das brotagGes para um meio com auséncia de citocininas € o suficiente
para causar o alongamento.

A auxina €& o regulador de crescimento utilizado na fase de indugéo de raizes.
Apos a indugdo radicular, ndo ha necessidade da brotagdo permanecer na presencga
de auxina para a iniciagdo radicular. O emprego de auxina nesta fase geralmente
leva & formagdo excessiva de calos na base das brotagdes. Raizes adventicias
podem ser formadas, porém nem sempre estas apresentam conexdo vascular.
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§.2.5. Transferéncia para as condigées de casa de vegetagio (Estagio 4):

Esta €, sem duvida (juntamente com a etapa anterior) uma das mais criticas em
todo o processo da micropropagacdo. As pléntulas que durante todo o tempo
cresceram em condi¢des totalmente artificiais (temperatura variando de 25 + 2°C;
irradiéncia em torno de 2000 lux e fotoperiodo de 16 horas), passam para condigoes
naturais.

As folhas das plantas micropropaga,das apresentam uma menor quantidade de
ceras epicuticulares que, associada a pouca funcionabilidade dos estématos, as
torna suscetiveis a grandes perdas de égua por transpiragdo. Assim, todo o material
deve permanecer por 1 a 2 semanas em um ambiente com luz solar indireta
(sombrite) e alta umidade relativa, que podera ser suprida com o emprego de
nebulizag@o em casa de vegetagéo ou telado.

5.3. PRODUGAO DE MUDAS LIVRES DE ENFERMIDADES

A propagac&o vegetativa permite a produg&o de plantas idénticas & planta-mae.
Porém, esse processo de clonagem propicia nestas plantas o actimulo de virus, o
que leva a uma queda continua na produtividade.

A limpeza clonal ocorre com 0 emprego de técnicas tais como:

5.3.1. Termoterapia

As plantas matrizes ou estoques s&o colocadas em ambiente com temperatura
elevada, geralmente acima de 30°C; nesta temperatura, que é variavel de acordo
com a espécie e variedade, as plantas devem permanecer por um periodo de tempo
minimo de 20 dias, mas, preferivelmente, acima de 40 dias. Este tempo é necessario
para inativar o virus ou micoplasma presente na planta. Concomitantemente, ocorre
crescimento das brotagbes da planta estoque, que provavelmente n3o acusardo a
presenca do virus. Estas brotagdes sdo entdo retiradas e poderdo, apds o
enraizamento, servir de fonte de material vegetativo livre de virus.

5.3.2. Cultura de meristema

Faz-se a retirada do meristema, tecido contido nas gemas vegetativas,
terminais ou axilares. Este tecido é transferido para um meio de cultura contendo
reguladores de crescimento, onde, através do processo de diferenciagéo, ocorrera a
formagdo de brotagdes que seguirdo as etapas j4 mencionadas anteriormente
(Figura 18).
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Figura 18: Diagrama da cultura de meristema (adaptado de FACHINELLO et al.,
1995).

5.3.3. Termoterapia seguida de cultura de meristema

Este processo € um dos mais seguros para se obter a limpeza clonal. As
plantas passam por um periodo de termoterapia que se sucede a retirada do
meristema, o qual é inoculado em meio de cultura semelhante ao anterior.

5.3.4. Microenxertia

Este processo € empregado para aquelas espécies que nao podem ser
submetidas a temperaturas elevadas e, principalmente, para as espécies que, ao
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serem multiplicadas in vitro, apresentam uma reversdo ao estagio de juvenilidade.
Neste caso, o meristema coletado é enxertado em porta-enxerto crescido in vitro
(Figura 19). Este processo apresenta um baixo rendimento. E comumente

empregado para os citros, podendo também ser usado para a cultura da ameixeira e
pessegueiro.
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Figura 19: Diagrama da técnica de microenxertia para obtengio de plantas

isentas de virus e micoplasmas (adaptado de FACHINELLO et al.,
1995).
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6.1. INTRODUGAO

0 enraizamento é a etapa onde ocorre a formagdo de raizes adventicias nas
partes aéreas. Pode ser dividido em indug8o, iniciagéo e alongamento das raizes.
Essa fase é a Ultima do processo de propagagdo in vitro, realizada antes da
aclimatizagdo das mudas em ambiente externo. O enraizamento pode também ser
realizado fora do tubo de ensaio, em condi¢gbes de menor assepcia, ja fazendo parte
do processo de aclimatizagdo. A opgdo por um dos sistemas depende da qualidade
da estaca, da espécie de trabalho, das condiges do laboratério e dos recursos
disponiveis. Pode-se também criar um terceiro sistema, onde as estacas s&o
mantidas in vitro até a indugéo da rizogénese e, posteriormente, s&o transplantadas

em um substrato ex vitro para desenvolvimento das raizes (Figura 20).

Geralmente, & necessério que ja se tenham formados estacas da espécie de
trabalho, com folhas e outros tecidos diferenciados, para que se induza a formagéo
das raizes. A capacidade de enraizamento dos explantes varia muito entre espécies
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e de acordo com o tratamento hormonal aplicado. Normaimente, o uso de auxinas
favorece a indugdo e a iniciaggo radicular e inibe o alongamento, porém
concentragdes elevadas podem levar a formag3o de calos. Espécies herbaceas e
regibes jovens das plantas geralmente enraizam mais facilmente que espécies
lenhosas e regiées mais maduras.
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Figura 20: Etapas para enraizamento de brotagbes micropropagadas
{modificado de George, 1993).

6.2. ENRAIZAMENTO IN VITRO

A vantagem deste tipo de enraizamento é o methor controle das condigdes em
que se trabalha e, com isso, a obtengdo de um alto percentual de enraizamento. Este
método & o mais empregado nos laboratérios de cultura de tecidos vegetais.

Por outro lado, a desvantagem do método é que as raizes formadas in vitro nem
sempre s&o eficientes na absorgdo de &gua e de nutrientes, no momento da
passagem das mudas para o substrato. Raizes produzidas in vitro podem possuir
poucos pelos radiculares e conexdes vasculares, e s6 comegarem a desenvolver o
cémbio secundario quando s&o removidas do frasco de cultura. Algumas vezes, elas
n&o se desenvolvem o suficiente para suportar o crescimento da muda, levando a




60 EDITORA - UFLA/FAEPE - Cultura de Tecidos

morte ou reduggdo do crescimento da planta. Pode acontecer também a formagéo de
um numero pequeno de raizes longas e pouco ramificadas ao invés de um nimero
grande de raizes mais curtas e ramificadas. Em alguns casos, foi observado que
raizes de plantas formadas em tubo de ensaio, morrem depois de um certo tempo de
transplantio para o solo e novas raizes entfo, sdo formadas. Esta situacdo no
entanto ndo é regra pois, cada espécie reage de uma maneira ao processo de
enraizamento.

O enraizamento in vitro pode ccorrer de duas formas: quando as raizes s&o
formadas a partir de brotagdes sendo chamado de processo direto, € quando s&o
formadas a partir de calo, denomina-se de processo indireto. Em ambos os casos, se
n&o houver uma ligagdo vascular eficiente entre a parte aérea e a parte subterrénea,
a atlimatizaggo da muda é dificultada, podendo comprometer sua sobrevivéncia.

A rizogénese esta associada a agéo de reguladores de crescimento (internos e
externos), principalmente nas fases iniciais da indugdo da formag&o das raizes.
Algumas espécies, contudo, ja possuem um nivel endégeno de fitorménios suficiente
e s6 enraizam na auséncia de qualquer tipo de regulador, podendo ou n&o
necessitarem apenas de uma pequena les&o na base da estaca.

Auxinas como o AIB (&cido indolbutirico), AlA (&cido indolacético) e ANA (&cido
naftalenoacético) sdo os principais reguladores envolvidos no processo de
enraizamento in vitro. Normalmente, o nimero de raizes formadas aumenta com a
concentragdo de auxina utilizada, até o momento em que sua concentragéo fica
excessivamente elevada, ocorrendo entfo inibicdo da formagdo das raizes,
favorecendo o surgimento de calos.

Em alguns casos, a concentragéo de auxina que promove bom enraizamento
ndo é a mesma que promove uma alta scbrevivéncia ex vitro. As concentragdes mais
utilizadas para induzir rizogénese normalmente estdo entre 1,0 — 10,0 mg.L" para
AlA, 0,05 — 1,0 mg.L™" para ANA e 0,5 - 3,0 mg.L" para AIB. Estas substancias
podem ser misturadas de varias maneiras para se encontrar a férmula ideal para o
enraizamento de cada espécie. A avaliagdo dos resultados encontrados utilizando-se
diferentes concentracdes e misturas de auxinas ndo deve considerar apenas a
porcentagem de estacas enraizadas, mas também a qualidade, o tamanho e o
nimero de raizes formadas. A auxina deve ser aplicada no meio de cultura ou
anteriormente & inoculagéo do explante (no caso de enraizamento ex vifro), levando-
se em conta que a sua concentragdo é inversamente proporcional ao tempo de
permanéncia com o regulador.

Associadas a&s auxinas, outras substancias também interferem de forma direta
ou indireta no enraizamento dos explantes. Poliaminas, &cido sulfurico, cloreto de
magnésio e compostos fendlicos, como o floroglucin, atuam, por exemplo,
estimulando a sintese de AIA ou liberando a auxina existente no explante. Ja as
citocininas, geralmente utilizada para estimular a formag&o de brotag8es, costumam
inibir o enraizamento. Existem poucos casos em que uma citocinina nao interfere ou
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estimula a formag8o das raizes. As giberelinas funcionam como as citocininas,
inibindo, na maioria das vezes, a rizogénese.

Alguns fatores ambientais, tais como tamanho dos recipientes de inoculacéo,
meio de cultura, gases, substratos, luz, temperatura e o préprio explante, também
afetam a formagd@o de raizes. O tamanho dos frascos onde os explantes s&o
colocados ajuda ou dificulta a formagéo e o crescimento das raizes, no momento em
que se tornam uma barreira fisica. Logicamente, em frascos maiores se torna mais
facil conseguir o enraizamento. A concentragdo de sais no meio de cultura pode ser
regulada de acordo com cada espécie, de forma que a redugdo da concentragéo
iénica dos meios (50% ou 75% da forca total do meio) pode favorecer esta etapa do
processo de micropropagacao.

A falta de oxigénio e o excesso de dioxido de carbono no recipiente de cuiltura
dificultam a indugdo e o crescimento das raizes. Para melhorar a aeragdo e o
desenvolvimento de raizes, recomenda-se o uso de substratos mais porosos
alternativos ao agar. Os substratos desse tipo mais utilizados atualmente s&o o papel
de filtro esterilizado em forma de ponte, para evitar que o explante se afogue no meio
liquido, a areia grossa autoclavada, a vermiculita também autoclavada, a perlita e as
bandejas de espuma.

Quanto a luminosidade, o escuro, que normalmente esticla as brotagGes
favorece o enraizamento das mesmas. Posteriormente, um periodo de luz estimula o
alongamento das raizes formadas no escuro. A provavel explicagdo a esse fato é que
no escuro as auxinas sdo degradadas mais lentamente. Assim, auxinas exégenas
devem ser fornecidas para os explantes antes ou depois deste periodo, pois nestes
dois momentos a metabolizagdo das auxinas seréa mais rapida. Formas alternativas
de se reduzir a intensidade de luz na regido formadora da raiz séo o carvdo ativado
misturado no meio de cultura ou um simples sombreamento com material escuro na
parte externa do frasco.

A temperatura ideal para enraizamento varia muito de espécie para espécie,
mas, geralmente, obtém-se raizes em temperaturas mais altas que as das outras
fases da micropropagac&o.

Finalmente, a qualidade do explante é muito importante para o sucesso do
enraizamento. Explantes grandes ou pequenos demais dificultam o processo, o ideal
é que eles possuam cerca de 2 centimetros. Explantes velhos e lignificados também
apresentam eficiéncia menor de rizogénese, por serem tecidos j& muito
especializados. Em contra partida, um corte em sua base pode auxiliar na absorgéo
do regulador e na remogao de barreiras morfol6gicas que impegam a diferenciacéo
do tecido.

Deve-se ressaltar que em cultura de tecidos vegetais, cada espécie ou até
mesmo cada parte da planta utilizada como explante responde de uma forma. Todos
esses fatores, internos ou externos, analisados podem ou n&o afetar a formagdo e o
desenvolvimento das raizes e de maneiras completamente diferentes.
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6.3. ENRAIZAMENTO EX VITRO

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, séo enraizadas fora
das condigtes assépticas dos frascos de cultura, ja fazendo parte da etapa seguinte,
a aclimatizaczo.

Calcula-se que os recursos economizados por esta técnica, cheguem a 75%
dos gastos totais, o que corresponde justamente aos gastos com mé&o-de-obra e
materiais apenas para esta etapa da micropropagagdo. Como um dos grandes
problemas da cultura de tecidos de plantas sdo os gastos com a produgdo, esta
alternativa & muito importante para obter uma producéo com baixos custos.

Além disso, o enraizamento ex vitro reduz o tempo de cultivo e de
comercializago da muda, pois elimina uma etapa do processo de micropropagagao,
misturando as etapas de enraizamento e aclimatizag3o. Por estrem substrato mais
poroso e melhor arejado, as raizes formadas sdo mais funcionais e eficientes na
absorgdo de agua e nutrientes. Isso aumenta o nimero de sobreviventes na
aclimatizag&o e também diminui o tempo de formag&o da muda.

No entanto, o enraizamento ex vitro ndo possui apenas vantagens. Em algumas
espécies, a taxa de enraizamento ex vifro € tdo baixa, que a utilizacéo deste
processo é invidvel. Em outras, a estaca, antes do enraizamento, necessita de
passar por uma etapa chamada de “endurecimento”’, para conseguir sobreviver ao
ambiente adverso da fase de aclimatizagfo. A alta sensibilidade das estacas requer
cuidados especiais para enraizar.

O “endurecimento” nada mais & do que alterar algumas caracteristicas da
estaca para que ela consiga sobreviver a fase de aclimatizaggdo, ou seja, transformar
uma estaca fraca e fragil em uma forte e resistente aos estresses ambientais do meio
externo. Para isso, existem algumas técnicas que proporcionam o “endurecimento”
da estaca para que ela possa enraizar sem problemas. A resisténcia a perda de
agua, que ocorre em plantas em ambiente externo, pode ser conseguida através da
reducéo do potencial hidrico e do aumento da deposi¢gio de ceras epicuticulares e da
formacgdo de estomatos funcionais. Isso é obtido aumentando-se, gradativamente, a
concentragdo de sais, sacarose ou agar no meio de cultura ou reduzindo-se, também
gradativamente, a umidade nos frascos de cultura. O aumento da intensidade
luminosa no laboratério e do suplemento de didéxido de carbono nos tubos e a
diminuicdo da concentragdo de sacarose no meio de cultura pode intensificar o
desenvoivimento e aprimorar o aparelho fotossintético das plantas, deixando-as
melhor preparadas para enfrentar as condigées de autotrofismo da fase de
aclimatizagdo.

A técnica de enraizamento ex vitro consiste em destacar brotages e planta-las
no substrato desejado. As estacas ndo podem ser nem muito grandes, nem muito
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pequenas, pois esses extremos sdo de dificil manuseio, dificultam o enraizamento e
demandam mais tempo para formar mudas. Estacas de tamanho entre 2 ¢ 5
centimetros s&o as ideais. Se possivel, o plantio deve ser em grupos, ao invés de
isoladas, o que favorece o enraizamento, que, geralmente, ccorre em 2 a 5 semanas.

Existem varios substratos nos quais se pode realizar o plantio. Turfa, areia,
vermiculita, perlita, bandejas de espuma, substratos comerciais como o Plantmax® e
o Agromix® e solo esterilizado sdo os mais utilizados. O importante é que todos
sejam submetidos a um processo de esterilizagdo por calor ou irradiagdo, para
garantir a assepsia do solo e evitar o aparecimento de pragas, fungos e bactérias. Se
necessdrio, pode-se enriquecer o substrato com sais, do meio de cultura nutritiva ou
reguladores de crescimento como 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.
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7.1. INTRODUGAO

O termo aclimatizaco é definido como a adaptagéo climética 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 é um processo no qual as plantas ou outros organismos se tornam
ajustados a um novo clima ou situagdo, como resultado de um processo
essencialmente natural.

Muitas pesquisas tém sido realizadas para resolver o problema referente a
aclimatizag&o. Um grande niimero de planta micropropagada ndo sobrevive quando
sé&o transferidas das condicGes in vitro para o ambiente externo.

Esta passagem critica se deve basicamente aos seguintes fatores:

7.2. ESTRESSE HIDRICO

O estresse hidrico &€ causado pela transpiragdo excessiva de partes da planta,
principalmente nas folhas, ou absorcdo inadequada de &gua pelas raizes e, em
geral, € o maior problema no processo de transplantio e aclimatizagdo. Nas
condigbes in vitro, as plantulas se desenvolvem com baixa luminosidade e elevada
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umidade relativa com consequente redugéo do fluxo respiratdrio. Ao serem expostas
a um ambiente com alta luminosidade e baixa umidade relativa, a taxa de
transpiragéo aumenta, surgindo um déficit hidrico na planta.

A cuticula e o estdmato s&o as causas primérias de perda de &gua pelas folhas.
A cuticula é uma membrana composta por uma cutina matriz, juntamente com ceras
internas e superficiais que protegem os tecidos das plantas. A fungdo principal da
cuticula é limitar a perda de &gua por transpiragio. As plantas obtidas através da
micropropagacdo possuem uma camada minima ou inexistente de cera protetora
sobre as folhas.

Outra causa da perda de &gua pela superficie das folhas é o controle ineficiente
dos estdmatos que nao s&o funcionais e respondem lentamente ao estresse hidrico.
A estrutura dos estdmatos de plantas micropropagadas pode variar entre as
espécies, porém todas apresentam estématos muito mais abertos nas condigdes in
vitro do que em estufa ou campo.

A morfologia e a densidade dos estématos podem ser alteradas mudando-se as
condigées ambientes. Em plantulas de rosa, por exemplo, um aumento na
luminosidade e uma diminuigdo na umidade relativa de 100 para 75%, resultou em
estdmatos semelhantes as plantas cultivadas em estufa.

7.3. FOTOSSINTESE

A estrutura e a morfologia intema das plantas micropropagadas s3o,
inicialmente, muito diferentes daquelas cultivadas em condigies de campo. Esta
variagéo na anatomia ou ultra-estrutura pode afetar o processo de fotossintese.

No processo convencional de micropropagagéo, os explantes ou plantulas, nos
estigios de diferenciagdo, multiplicagdo e enraizamento, desenvolvem-se
heterotroficamente.

No estagio de aclimatizagéo as plantulas sofrem uma mudanga drastica quando
sé@o removidas dos frascos onde a luz e as trocas gasosas sdo limitadas e existe
grande disponibilidade de agtcar. Essa passagem faz com que mudem de
heterotréficas para autotroficas, com grande gasto de energia.

7.4. ABSORGAO DE NUTRIENTES

As pléntulas in vitro ao serem aclimatizadas, passam de um meio onde tém a
disposigdo alta concentragéo de nutrientes para um substrato no qual sdo forgadas a
iniciar o processo de absorgdo de sais para seu desenvolvimento. A emissdo de
novas raizes é muito importante, pois as formadas in vitro tém pouca capacidade de
absorcdo e ndo respondem imediatamente ao momento do transplante, além de
serem pouco funcionais, delicadas e propensas ao ataque de microorganismos.
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7.5. FITOSSANIDADE

A fragilidade da plantula in vitro aliada & alta umidade relativa, na qual é
aclimatizada, favorece o crescimento de fungos e bactérias. E essencial, portanto,
que se faga uma prevencdo de doengas para o sucesso do transplante, durante e
apos a aclimatizago.

7.6. CONDIGOES PARA A ACLIMATIZAGAO

1) As plantulas devem apresentar aspecto sadio com sistema radicular e parte
aérea proporcionais, a fim de garantirem maior taxa de sobrevivéncia;

2) A manutengdo da alta umidade relativa, por alguns dias apés o transplante, é
considerada ponto critico para a sobrevivéncia das plantulas. Um nimero significante
de laboratérios comerciais tem evitado o uso de um sistema automatico de irrigacédo
para este propdsito, por tomar o meio excessivamente Umido, favorecendo o
crescimento de fungos e algas. O sistema preferencial é o “fogging” ou nebulizagéo,
que pode evitar muitos dos problemas encontrados com sistemas de irrigagdo.
Outros métodos incluem o uso de umidificadores ou o uso de areas fechadas que
retém o vapor d'agua;

O uso de antitranspirantes, para reduzir a perda de agua durante a
aclimatizagdo, tem conseguido resultados controversos e deve ter seu uso limitado
para algumas espécies;

3) As plantulas in vitro requerem baixa luminosidade relativa e quando
submetidas ao aumento de luz sofrem um processo de destruicgo das moléculas de
clorofila, tornando-se clordticas e queimadas. Para evitar esses problemas, as
pléntulas podem ser removidas,gradualmente, para uma intensidade de luz sob a
qual mantera seu crescimento;

O controle de fotoperiodo também é importante para prevenir dorméncia ou
controlar o ciclo de reprodugéo vegetativa em algumas espécies e o seu ajuste deve
ser feito considerando-se a espécie, a estagio do ano e os custos econdémicos.

4) A temperatura do ar no qual as pléntulas devem ser mantidas, durante a fase
de aclimatizag8o, deve estar na faixa entre 13 e 30°C e determinada, primeiramente,
pela espécie da planta em questao;

5) O solo deve ter pH apropriado para cada espécie, ser tampéo, fértil e
suficientemente poroso para promover drenagem adequada e aeracfo. Alguns
produtores aquecem o solo através de serpentinas de agua .quente, para maior
atividade da raiz, promovendo o crescimento mais répido da planta;
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6) As plantulas desenvolvem-se melhor e crescem mais rapidamente em
recipientes mais espagosos. Existem vérios tipos de recipientes como bandejas
plésticas ou de isopor com células de diversos tamanhos, caixas de polietileno,
sacos, copos plasticos, efc;

7) Para a fertilizagdo muitos laboratérios adicionam, periodicamente, macro
el/ou micronutrientes no substrato em que as plantulas s&o transplantadas;

8) Para o controle fitossanitério, é necessario que se tome alguns cuidados
essenciais. Normalmente, antes do transplantio, as plantulas s2o lavadas, de
preferéncia, com dgua morna para retirada total do meio de cultura e plantadas em
substrato esterilizado. Alguns autores recomendam a lavagem das plantulas com
solugdo fungida, enquanto outros, ndo aconselham seu uso durante as primeiras
duas semanas depois do transplante, pois podem ser fitotéxicos nesta fase. Outros
métodos usados para garantir sanidade incluem o uso de desinfetantes no meio de
cultura, nos recipientes e bancadas ou mesmo coberturas novas de polietileno ou
tratadas para controle de patégenos. Méos I|mpas e instrumentos limpos e
desinfectados também s&o imprescindiveis.
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FOTOMORFOGENESE IN VITRO

José Raniere Ferreira de Santana’
Renato Paiva’

Breno Régis Santos®

Gustavo de Aratjo Soares®
Patricia Duarte de Oliveira Paiva®

8.1. INTRODUGAO

O estudos dos efeitos da luz na morfologia e desenvolvimento em plantas
regeneradas a partir de cultura de tecidos sdo bastante escassos na literatura. Sabe-
se que a luz pode induzir mditiplas respostas sendo isto importante sobretudo no
processo de micropropagagéo onde as plantas sdo crescidas em condi¢&o de luz
artificial.

Quando a luz do dia é completamente substituida, o espectro da fonte de luz
artificial toma-se particularmente importante e ainda, na maioria dos casos, isso é
largamente ignorado em instalagSes de micropropagagéo comercial.

8.2. LUZ E LAMPADAS

Todas as fontes de luz artificial que estdo atualmente disponiveis diferem do
espectro da luz do dia, o que traz implicagbes para a micropropagagéo. A energia da
luz absorvida pelas plantas encontra-se numa faixa de frequéncia com comprimento
de onda entre 400 e 700 nm, aproximadamente.
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Para produzir uma resposta, a luz deve primeiramente ser absorvida por um
pigmento fotorreceptor. Nos vegetais, os dois pigmentos mais importantes s&o o
fitocromo e o criptocromo. O criptocromo absorve luz na faixa do azul (400-500 nm) e
proximo da regido do ultravioleta (320-400 nm) do espectro. O fitocromo, em
contraste, absorve principalmente nas regides do vermelho (600-700 nm) e
vermetho-distante (700-760 nm).

A maioria das instalagGes de micropropagagcéo utilizam lampadas fluorescentes
tubulares (brancas) como tnica fonte de luz. Entretanto, existem diferentes tipos
destas lampadas no mercado, o que pode influenciar profundamente o processo de
fotomorfogénese.

A baixa quantidade de comprimento de onda na faixa do azul que certas
lampadas fluorescentes fomecem pode afetar algumas respostas morfogénicas.
Toda I&mpada fluorescente emite alguma radiagdo na faixa do ultravioleta sem efeito,
no entanto morfogenético.

8.3. RESPOSTAS DA PLANTA A LUZ

Os vegetais s&o inteiramente dependentes da fotossintese e consequentemente
da luz para sobreviverem. A fotossintese requer a absorgdo de consideraveis
quantidades de energia luminosa para atingir um crescimento satisfatério. Em
contraste, o sistema fotomerfogenético requer pequena quantidade de luz.

A transferéncia de plantas obtidas pelo cultivo in vitro para o solo é um estégio
em que muitas perdas ocorrem durante a micropropagagio. Raz&o para isso é o
pequeno desenvolvimento das plantas in vitro e a baixa atividade fotossintética.

8.4. FOTOMORFOGENESE E CULTURA DE TECIDOS

As trés qualidades da luz que mais claramente influenciam o crescimento e
morfogénese in vitro séo. o comprimento, a intensidade e a duragdo da exposigdo a
luz ou o fotoperiodo. Cada um desses atributos tem efeito sobre a fotomorfogénese e
a fotossintese. A influéncia pode ser direta, através de uma agéo sobre o tecido ja
estabelecido in vitro, ou indireto, consequente da influéncia da luz nas plantas
matrizes. No dltimo caso, o crescimento ou morfogénese observado in vitro &
modificado pelos tratamentos de luz aplicados na planta matriz antes dos explantes
serem removidos. Os efeitos da luz sobre a fotossintese ndo sdo de grande
importancia em cultura de tecidos, a menos que o crescimento autotréfico seja
requerido.

O crescimento in vitro de tecidos vegetais organizados geralmente ngo é inibido
pela luz, que é frequentemente requerida para se obter 6timos resultados. Por outro
lado, a diviso celular inicial dos explantes e o crescimento de tecido de calos s3o,
as vezes, impedidos pela luz.
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8.4.1. Comprimento de onda

8.4.1.1. Crescimento, regeneragdo e morfogénese de calos.

Calos de algumas espécies podem ser induzidos e crescidos no escuro,
enquanto que tecidos de cutras plantas podem crescer melhor em luz continua ou
em um fotoperiodo irregular. Calos induzidos no escuro sdo frequentemente
transferidos para a luz quando a morfogénese indireta é desejada. A regeneracéo a
partir de calos é influenciada pela luz, mas a condigéo 6tima varia com a espécie.

8.4.1.2. Indugéo de raizes adventicias

A indugdo de raizes adventicias é também um estagio critico na microprogagéo
influenciado pela luz. Dependendo da espécie, o enraizamento pode ser induzido na
auséncia de luz, ou mesmo sob baixo nivel de irradiancia, principalmente luz
vermelha.

8.4.1.3. Inibigédo do crescimento de calos

A inibigdo do crescimento de calos pode ocorrer quando estes sdo expostos a
luz na faixa do azul. Possiveis causas desta inibicdo s&o devido ao aumento na
producdo de compostos fendlicos, que interferem na atividade de regulagéo do
crescimento; & destruigBo da enzima citocromo oxidase envolvida em processos

respiratérios, & inibicdo da sintese de citocinina natural, ou & producdo de acido
abscisico cujo efeito mostra-se antagonistico para citocinina.

8.4.1.4. Formagao de brotagdes

Em algumas espécies, reduzida exposigdo a luz na faixa do vermelho (655 nm)
pode induzir a formac&o de brotagbes a partir de gemas laterais.

8.4.1.5. Desenvolvimento dos cloroplastos

Os cloroplastos originados em cultura de tecidos tendem a serem mais variaveis
em estrutura do que aqueles presentes em tecidos foliares da planta matriz. Podem
apresentar desenvolvimento inadequado e tilacbides com formas anormais.

8.4.2. Intensidade de luz (irradiancia)

Além de apresentarem espectro diferente, as culturas in vitro séo tipicamente
desenvolvidas em intensidade luminosa 10 vezes menor que a luz do dia.

Existem vérias razées para explicar porque baixa intensidade luminosa & usada:

a) a provis&o de altos niveis de iluminagdo artificial € onerosa e gera calor ndo
desejado;

b) os frascos de culturas sd@o selados, 0 que contribui para aumentar o calor no
interior do frasco em alta intensidade luminosa devido ao "efeito estufa”;
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¢) a tecnologia da cultura de tecidos de plantas envolve o uso de tecidos ndo
autotréficos suplementado com um carboidrato.

8.4.2.1.Crescimento e proliferagéo de brotos

O nivel ideal de iluminag&o para os estagios | e |l da cultura de tecidos deve ser
entre 7-120 pmol ms™. Entretanto, o cultivo inicial sob baixa irradiancia pode ajudar

a prevenir o escurecimento nas culturas de espécies sensiveis a este processo.

Muitos géneros (ex. Aster, Chrysanthemum e Caryphyllaceae, dentre outros)
requerem irradiéncia relativamente alta para a multiplicagio das brotagdes, e cultivo
em baixas irradiancias pode causar brotagdes vitrificadas.

Uma intensidade luminosa de 40-150 umo! m?.s™ é sugerida no estagio Il para
atingir taxas méximas de sobrevivéncia quando se for transferir as plantulas para um

ambiente externo.

8.4.3. Comprimento do dia (fotoperiodo)

Os efeitos fotoperiddicos nas plantas s&o energizados por luz de relativa baixa
irradiancia e s&o geralmente associados com o fitocromo. O comprimento do dia
pode influenciar o crescimento natural dos niveis de substéncias dentro do tecido da
planta. Dias longos tém o mesmo efeito de exposi¢Ses a luz vermelha; longas noites
(dias curtos) promovem respostas do fitoacromo ao vermelho-extremo. Geralmente
plantas que crescem em fotoperiodos longos mostram maior contetido endégeno de
auxina do que em dias curtos.
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PROBLEMAS NO CULTIVO IN VITRO
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9.1. INTRODUGAO

No processo de cultivo in vifro alguns problemas pcdem ocorrer tornando
limitante a propagacgo. Dentre estes problemas pode-se citar a oxidagdo, o declinio
no vigor e a vitrificagdo.

9.2. OXIDAGAO

Os explantes ao serem inoculados no meio de cultura podem apresentar
escurecimento e liberar exudatos que tomam o meio de cultivo escuro. Este tipo de
escurecimento é consequéncia dos ferimentos ocasionados no processo de extracdo
dos explantes. Nem todas as substéncias liberadas no meio causam inibigdo no
desenvolvimento do explante, mas freqiientemente esta inibicdo de crescimento
ocorre, podendo levar a morte dos tecidos.

O processo de oxidagdo é como sendo a mudanga de coloragdo no explante e
no meio de cultura causado por compostos fenélicos liberados pelo proprio explante.
As substancias encontradas em meio de cultura no cultivo de algumas espécies
lenhosas foram identificadas como sendo taninos, flavondides e fendis. Ferimentos
nomalmente provecam oxidagdo, sendo que discos foliares apresentam maior
oxidagdo do que segmentos nodais por sofrerem ferimentos em maior area. O efeito
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inibitério no desenvolvimento dos explantes é atribuido & presenga 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 apresentam maiores teores de tanino ou hidroxifendis a
oxidagdo ocorre de forma mais intensa como é o exemplo de Quercus,
Rhododendron, Sorghum e das coniferas. Numa mesma espécie, diferentes
cultivares podem apresentar variagies de tolerancia & oxidagdo. Produgdo de
pigmentos de diferentes coloragies podem ser vermelho, marron claro e
avermelhado, azul e lilds. VariagGes de intensidade na ocorréncia dos pigmentos e

na formag&o de necrose do explante também s&o observadas.

Pesquisas indicam que compostos como a cisteina, o carvdo ativado, PVP,
acido ascdrbico e acido citrico tém sido adicionados ao meio de cultura com o
objetivo de controlar o processo de oxidag&o. A maioria destes compostos age
adsorvendo os exudatos liberados pelos explantes os quais causam a oxidaggo. Uma
técnica eficiente é a lavagem do explante com antioxidantes como &cido citrico e
acido ascdrbico antes da inoculagsio e a adigdo de carvéo ativado ac meio.

O carvéo ativado tem sido adicionado ao meio de cultura em concentragdes que
variam de 0,3 a 2,0%, e a sua agdo consiste em adsorver os fendis presentes no
meio de cultura, além de atuar induzindo os processos de morfogénese e rizogénese.
Em alguns casos, a adigdo de carvéo ativado ndo é eficiente para controlar a
oxidag&o, mas estabiliza o processo, evitando-se o actimulo de fendis.

A poliamina PVP possui também a capacidade de adsorver os compostos
fendlicos evitando que estes oxidem e polimerizem. Além de estimular a
embriogénese, o PVP pode também reagir com fendis oxidados e prevenir a
ocorréncia de oxidag@io por enzimas fenolases. Esta substancia é geralmente
adicionada ao meio de cultura em concentragdes que variam de 0,01- 4,0 %. A
eficiéncia no uso de PVP efou carvéo ativado, no entanto, varia de acordo com a
espécie.

Modificagées na composigdo dos meios de cultura tais como variagdes na
concentragéo do meio MS, sacarose, exclus&o ocu diminuicdo em concentracdo de
ferro e cobre, uso de reguladores de crescimento (variagdes em tipo e
concentragSes) além da adicdo de antioxidantes também podem ser eficientes para
controle da oxidagdo.

O &cido citrico atua como agente quelante de metais mas no & muito eficiente
em retirar ferro da solugdo. Ja o acido ascdrbico normalmente é acrescido ao meio
de cultura, possuindo a propriedade de estimular a atividade metabdlica dos tecidos.
A efetividade destes &cidos s6 tem sido observada, quando adicionados ao meio em
concentragdes entre 10 e 140 mgL*, podendo reduzir a oxidagdo em 50%.
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Em alguns casos, os explantes pocdem apresentar oxidagdo apenas no inicio da
cultura, a qual é diminuida &8 medida que ocorre desenvolvimento. A idade dos
explantes também influencia na ocorréncia de oxidagdo; de modo geral, explantes
mais jovens s@o menos propicios a oxidagéo do que explantes mais maduros.

A prevengdo da ocorréncia de oxidagdo pode ser feita minimizando os danos
causados ao explante, removendo os compostos fendlicos produzidos ou através da
alteragdo da composigdo do meio de cultura e a concentragéo ou tipo de reguladores
de crescimento empregados. A remogdo dos compostos pode ser feita ainda pela
utilizacdo de meios liquidos (facilitam a difusdo dos compostos), de diferentes
agentes de solidificag@o, além da adi¢do ao meio de substancias de adsorgo.

Para a solidificagdo do meio de cultura de modo geral utiliza-se o dgar, mas
existem indicagBes de que este também possa causar oxidagdo. O agar € o agente
solidificante mais utilizado em cultura de tecidos. E constituido de agulcares,
galactose e uma fragdo neutra, a agarose, que possui forte capacidade de geleificar.
O &gar possui graus varidveis de pureza, o que influencia na sua capacidade de
solidificar e provocar reagdes com outros agentes no meio de cultura. Contém grande
quantidade de sulfatos, os quais sd@o bastante reativos e também ja se identificou a
presenga de cobre, elemento capaz de acelerar o processo de oxidagdo. Alguns
tipos de agar - dependendo do fabricante, além do enxofre, podem ainda conter
substancias fendlicas. A utilizagdo de outros produtos mais puros como agarose e
phytagel tem sido bastante eficiente para permitir a ocorréncia de oxidac&o.

9.3. DECLINIO NO VIGOR

Em algumas situagdes as brotagGes, depois de um certo tempo de cultivo,
diminuem ou cessam o crescimento, sendo este processo denominado de declinio no
vigor. O declino esta associado com a produgéo de substancias fenélicas ou a outros
fatores como vitrescéncia, habituagdo ou maturidade dos explante.

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

A ocorréncia de clorose, abscis&o foliar e reduggo do processo de crescimento
sdo sintomas também relacionados a perda de vigor.

9.3.1. Declinio na taxa de prolifera¢do

A taxa de proliferac@o de brotos axilares & bastante variavel com as espécies
assim como ndo & sempre constante. Algumas vezes a taxa de muitiplicagédo
aumenta até um maximo e depois decresce nas sucessivas subculturas.

O declinio na taxa de formagdo de brotos também ocorre freqlientemente em
culturas que ndo sio repicadas.
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9.3.2. Habituagdo

No cultivo in vitro de algumas plantas tem sido observado a habituagdo pela
citocinina, que consiste em uma excessiva multiplicagio de brotos em meio livre de
citocinina, mas os brotos produzidos sdo pequenos, e do origem a poucas radiculas
adventicias dificultando o estabelecimento ex vitro.

9.4. NECROSES

Necrose pode ser descrita como sendo a morte de uma parte de um organismo
vivo. Isto ccorre com explantes colocados in vitro, podendo ter uma perda parcial ou
a de toda a cultura.

9.4.1. Necrose apical em brotagdes
9.4.1.1. Causas

9.4.1.1.1. Deficiéncia de calcio

Necrose apical ocorre em culturas de brotos, principalmente os de plantas
lenhosas. Embora exista outras causas, a mais comum & a necrose ocasionada pela
deficiéncia de célcio no &pice dos brotos cultivados, fator este atribuido a absorggo
inadequada de nutrientes do meio, ou falta de translocagdo. Em cultivo in vitro, a alta
umidade limita a transpiracdo e consequentemente a translocag&o no xilema de ions
@ compostos, assim como o cdlicio pode n&o alcangar os tecidos da regigo apical.

9.4.1.1.2. Substancias de crescimento

Alguns fitorreguladores podem induzir a necrose apical, principalmente em
subculturas.

9.4.1.1.3. Intervalo de subculturas

O amarelecimento e necrose foliar pode ser observado quando n3o s&o feitas
subculturas com a frequiéncia necessaria. Quando estes sintomas s&o observados, o
intervalo entre as subculturas deve ser reduzido; como pratica pode manter um alta
taxa de proliferacéo das brotagSes. O tempo entre uma subcultura e a outra deve ser
ajustado de acordo com a espécie que esta sendo cultivada.

9.4.1.1.4. Gases poluentes

O gas ou alcool queimado opera com um limitado suplemento de ar, emitindo
grandes quantidades de gases como o metano, butano, entano, propano, etileno,
metanol e etanol. Quando se utiliza chama para flambar instrumentos e as bordas
dos vasilhames utilizados para o cultivo, o acimulo de gases pode ser alto. Esses
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gases provocam a abscisdo foliar, podendo causar a paralisagdo da cultura, ou ainda
ocasionar a morte das brotagges.

9.4.2. Como evitar a necrose

Permitir que o calcio fique mais disponivel é uma pratica que pode evitar o
aparecimento de necroses. Pcde ser feito ainda incremento na concentragdo de
célcio no meio de cultivo; ou alteragdo no ambiente fisico no qual a cultura esta
crescendo, permitindo assim um aumento na transpiraggo. O incremento de calcio
no meio pode ser feito adicionando-se nitrato de célcio.

Outra pratica que pode auxiliar € a redugdo dos gases toxicos. Neste caso
deve-se evitar as chamas amarelas quando for flambar os instrumentos e os frascos
na camara de fluxo laminar, o idear & regular a chama para que fique com a
coloragdo azul.

A utilizag@o de algod&o para o tamponamento dos tubos de ensaio onde se esta
cultivando os brotos permite uma troca gasosa mais efetiva com o meio externo,
reduzindo a concentragio dos gases toxicos no recipiente de cultivo. Também pode
ser utilizado outras formas tamponamento que permitam esta troca de gases.

9.5. VITRIFICAGAO (HIPERHIDRICIDADE)

A vitrificagdo ou hiperhidricidade é definida como o processo no qual os
explantes apresentam anatomia, morfologia e fisiologia atipicas em comparagdo com
outras plantas cultivadas in vitro. As alteragdes na estrutura das plantas cultivadas in
vitro s@o sintomas bastante prematuros de uma complexa sindrome de
caracteristicas anormais.

Em algumas condigdes de cultivo, pode-se detectar tecidos e 6rgdos altamente
anormais ap6s um certo periodo, os quais apresentam propagagdo reduzida quando
transferidos para outro meio de cultivo, ou quando transferidos para o meio externo.
Isto pode levar a perda de 60% da cultura de brotos ou plantulas em trabalhos de
micropropagagéo comercial.

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 brotages de culturas que demonstram sintomas
leves freqUentemente crescem mais rapidamente do que o normal e pode mostrar
altas taxas de brotagdes axilares. Esta vantagem é perdida em condigbes mais
severas de vitrificagdo.

Em casos mais extremos, brotos vitrificados tem internddios curtos e o épice
aparece fasciculado. Os brotos afetados freqlientemente apresentam-se inchados e
com uma coloragdo verde claro e suas folhas sdo translicidas, aquosa e com
aparéncia de vidro; as folhas se apresentam também alongadas, turgidas e frageis,
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com uma coloracdo verde azulada. Algumas vezes a folhas de brotos afetados
apresentam-se grossas e enroladas, e podendo aparecer regides de coloragio verde
escuro, devido a superposigdo de células. Brotos altamente anormais produzem
raizes adventicias ou alguma fraca radicula.

9.5.1. Ocorréncia

A vitrificagdo pode ocorrer em culturas de brotos e nés, em regeneragdo de
brotos a partir de calos, em todos as espécies. E mais freqiiente em massa de calos
de plantas lenhoas, mas também ocorre em plantas herbaceas. Por exemplo, plantas
da familia Caryophyllaceae, s&o particularmente vulneréveis.

O grau de susceptibilidade e o aparecimento dos sintomas ndo esta apenas
vinculado & espécie das plantas, mas também depende da natureza da cultura,
Pode-se encontrar varios graus de vitrificag&o em um mesmo meio de cultivo ou em
meios diferentes para uma mesma espécie.

A vitrificag@io pode ser consequéncia da difusdo passiva da &4gua dentro dos
tecidos ou um fendmeno ativo relacionado a um disturbio no processo metabdlico da
planta.

9.5.2. Fatores que influenciam a vitrificagiio

Os sintomas da vitrificagdo ocorrem com menas freqiéncia em culturas que se
desenvolvem mais rapidamente. Quando se busca melhores condigdes de cultivo
para cada espécie, diminui-se expressivamente o risco de ocorrer a vitrificaggo; ao
se utilizar condicdes de cultivo que limitam o crescimento, a hiperhidricidade ocorre
com mais facilidade. Os brotos apresentam sintomas de vitrificagéo mais frequentes
quando se utiliza concentragdes de BAP acima de 2,0 mg.L", suplementado com
sacarose e baixas concentragdes de sorbitol.

A vitrificac8o tende a ser promovida por altas temperaturas, baixa irradiancia
luminosa ou em culturas mantidas no escuro.

Brotos que se desenvolvem em condigSes continuas de alta umidade relativa
apresentam maior susceptibilidade & vitrificagdo, pois este é provaveimente o
ambiente mais favoravel para ocasiona-la. Culturas mantidas em meio liquido,
incluindo aquelas realizadas com suportes (ponte de papel) geralmente desenvolvem
a vitrificag&o mais facilmente do que aquelas que s&o cultivadas em meio sélido.

Em algumas plantas, brotagbes normais cultivadas em meio sdlido ficam
totalmente vitrificadas quando séo transferidas para um meio de cultivo liquido.

A condicdo de vitrificagdo geralmente ocorre quando se utiliza meio MS com a
concentragéo maxima de seus sais; entretanto se reduzir as concentragdes dos
macronutrientes néo se observa a ccorréncia da vitrificagdo. Qutros fatores do meio
como concentragéo de sacarose, pH e potencial hidrico também influenciam a




78 EDITORA - UFLA/FAEPE - Cultura de Tecidos

ocormréncia de vitrificagdo. CondigGes de cultivo como por exemplo luminosidade e
trocas gasosas constituem outros fatores de influéncia.

Em vérias culturas a indugéo da vitrificacdo pode ser também influenciada pelo
tipo e concentrago dos reguladores de crescimento utilizados. As citocininas s&o
particularmente responsaveis pela indugdo da vitrificagdo em brotos quando estes
estdo sendo cultivados em meios que possuam deficiéncia em sua composig&o. A
citocinina BAP tem sido observada como indutor da vitrificagdo quando utilizada em
altas concentrag8es. Isto pode ser evitado transferindo a cultura para um meio que
ndo possua BAP. As auxinas podem as vezes induzir a vitrificagdo entretanto, a
adicdo de auxinas no meio contendo citocininas, freqlentemente aumenta a
proporgéo de vitrificagdo. O &cido giberélico pode ser utilizado no controle deste
problema.

9.5.3. Prevengdo da vitrificagdo

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

1) Redug&o da umidade relativa no ambiente in vitro.
2) Aumento da concentragéo de &gar no meio semi-sélido.
3) Controle da concentragdo de sacarose.

4) Utilizag8o da técnica de duas fases (meio liquido e sdlido) no meio de
cultura .

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

6) Em meio liquido pode adotar a técnica de submersdo temporaria, onde o
material vegetal é periodicamente mergulhado no meio de cultura.

7) Redugdo da concentraggo de ions de aménio no meio de cultivo.

8) Ajuste correto do pH do meio de cultivo.

9) Adicdo ao meio de cultivo um ou mais acidos orgénicos como o citrato,

succinato ou malato para auxiliar a assimilagio do NH," .

10) Redug&o da concentragdo de micronutriente no meio de cultivo.

11) Substituicdo da sacarose por frutose cu galactose.

12) Transferéncia da cultura para um meio de cultivo ausente de
fitorreguladores. Isto possibilita a formagdo de novos brotos sem os
sintomas da vitrificagdo.

13) Diminuig&o do uso de citocininas ou restricdo do uso do BAP em especifico,

substituindo-o por outros compostos com atividade similar. Pode-se também
aumentar 0 nimero de subcultivos.
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14) Utilizag&o de um balango mais adequado entre auxina / citocinina para a
espécie estudada.

15) Utilizagao de alta de luminosidade.

R %A&'.'g'
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PRINCIPAIS APLICAGOES DA
CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

José Raniere Fenreira de Santana’
Renato Paiva®

Patricia Duarte de Oliveira Paiva®
Luciano Vilela Paiva*

10.1. INTRODUGAO

As técnicas de cultura de tecidos tém sido empregadas de diferentes formas no
desenvolvimento de novas cultivares de plantas. A cuitura de tecidos pode oferecer
novas alternativas aos programas de melhoramento em suas diferentes fases e,
muitas vezes, oferecem solugdes Unicas.

10.2. APLICAGOES DA CULTURA DE TECIDOS NA PROPAGAGAO ASSEXUADA

a) Limpeza de material: As espécies que sd30 propagadas assexuadamente
ficam expostas a problemas fitossanitarios, especialmente viroses, as quais, por
serem de natureza sistémica, podem permanecer por tempo indeterminado nas
plantas. A cultura de meristema tem-se mostrado bastante eficiente na obtengdo de
plantas livres de virus, considerando-se que a distribuigdo das particulas viréticas na
planta segue um gradiente decrescente em diregéo ao apice. Outra vantagem do uso
de meristema é a conexdo vascular incipiente desta regido com o restante dos
tecidos. A associagdo da cultura de meristema com a termoterapia proporciona uma
melhor eficiéncia no controle de certas viroses. Posteriormente, a limpeza das

! Professor Assistente, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS)

2 professor Adjunto, PhD., Departamento de Biologia, Universidade Federal de Lavras
(UFLA)

3 Professor Adjunto, Dra., Departamento de Agricultura, UFLA

4 Professor Adjunto, Dr., Departamento de Quimica, UFLA.
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plantas obtidas devera ser comprovada por indexagdo, seja ela por plantas
indicadoras, técnicas imunolégicas ou marcadores moleculares.

b) Recuperagéo do vigor e da produtividade: Fatores biolégicos (doengas e
pragas) podem diminuir a qualidade do material vegetal e, consequentemente, sua
produtividade. Um declinio gradual no vigor e na produtividade contribui para o
desenvolvimento de doencas, que podem expressar sintomas ou permanecer
latentes.

¢) Multiplicagdo de cultivares: Uma das principais vantagens do uso da
propagagéo in vitro é a alta taxa de multiplicagio que pode ser obtida. Neste caso,
um conjunto de individuos geneticamente idénticos s@o produzidos a partir de um
Gnico explante. Este processo de propaga¢do de um individuo selecionado &
conhecido como clonagem. Além do mais, pode ainda constituir uma fonte de
material juvenil para o caso de variedades ou linhas promissoras que se encontram
atacadas por doengas sistémicas.

d) Germinagdo de sementes in vitro: Em espécies com germinaggo lenta ou
desuniforme, a germinag&o in vitro de sementes é uma importante altenativa para
superar a fase inicial do desenvolvimento vegetal.

10.3. APLICAGOES EM FITOPATOLOGIA

As técnicas de cultura de tecidos tém oferecido contribuigbes importantes na
area da fitopatologia. Sistemas de co-cultura de patogenos com os tecidos de plantas
hospedeiras permitem o estudo das relagdes entre os dois organismos em condigSes
controladas, levando & descoberta de mecanismos de patogenicidade e de
resisténcia a nivel celular. Como mencionado anteriormente, a recuperagdo de
plantas livres de virus e de outros agentes causadores de doengas é uma outra
grande contribuicdo da cultura de tecidos a fitopatologia. As técnicas de cultura de
tecidos também tém sido utilizadas com sucesso na manutengdo de nematdides e de
outros parasitas obrigatdrios, selegcdo de plantas resistentes a toxinas e no estudo do
efeito mutagénico de toxinas.

10.4. APLICAGOES NO MELHORAMENTO GENETICO

ColegBes de plantas que asseguram variabilidade genética sdo parte essencial
de qualquer programa de melhoramento genético. A necessidade de preservagdo
dos recursos genéticos existentes assume uma importancia enorme face a eroséo
genética que se verifica em muitas espécies.

As aplicagbes da cultura de tecidos em programas de melhoramento genético
podem ser:
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a) Aumento da variabilidade genética para fins de sele¢do: Pesquisadores
podem explorar a variabilidade genética mediante o uso de variantes somaclonais,
que sdo plantas com caracteristicas morfologicas distintas da planta matriz obtida
através do cultivo in vitro.

b) Introgressédo de genes de interesse para espécies-alvos: A quebra de
barreiras de incompatibilidade genética pode ser obtida mediante a polinizag&o in
vitro, cultura de embrides e fus&o de protoplastos.

A cultura de embries tem sido utilizada visando estender as possibilidades de
hibridagdo interespecificas e evitar o abortamento dos embrides. Pode ser utilizada
também em programas de melhoramento onde o nimero de sementes resultantes
dos cruzamentos € baixo, onde ndo ocorre formagdo de endosperma e ou
desenvolvimento dos cotilédones ou quando as sementes perdem rapidamente a
viabilidade durante o armazenamento. A cultura de embrides também proporciona a
obtencdo de plantulas sadias in vitro, que podem ser propagadas rapidamente e
avaliadas antes dos ensaios de campo.

A cultura de protoplastos (células sem a parede celular) constitui um sistema
apropriado para a realizagdo de estudos fisiolégicos e bioquimicos e para diferentes
manipulagbes genéticas. A fusdo de protoplastos (hibridagio somética) envolve a
fusdo de duas células sométicas fundindo o citoplasma de ambos os pais, diferindo,
portanto, dos cruzamentos sexuais, onde apenas a planta-m&e contribui com o
citoplasma.

¢) Aceleragdo de programas de melhoramento: Através da germinagdo de
sementes in vitro das plantas melhoradas, clonagem de genodtipos para testes de
capacidade de combinag&o, cultura de anteras e micrdsporos para a obtengZo de
haplodides e limpeza clonal.

d) Banco de germoplasma in vitro. As colecdes de germoplasma sé&o,
normalmente, mantidas em campo, o que ocasiona altos custos de manutengZo, além
do material ficar exposto a pragas e doengas. A conservagdo de material vegetal in
vitro, seja por criopreservacdo (manutengdo em baixas temperaturas) ou sob
condigdes de crescimento lento oferecem como vantagens o pouco espago ocupado,
a possibilidade de contaminagéo por doengas e pragas € praticamente nula e a taxa
de propagacdo é elevada. Com isto, reduz-se os custos de manutengéo de colegdes
de germoplasma e evita-se a fransmissdo de patégenos sistémicos de uma geragdo
a4 outra. Além disto, a alta organizacdo do explante permite que as plantas
assegurem um grau consideravel de estabilidade genética, mantendo suas
caracteristicas varietais.

e) Obtengcdo de plantas transgénicas: Os métodos de transformagio
utilizados para gerar plantas geneticamente modificadas exigem que estas plantas
passem pelo cultivo in vitro. No processo de transformacdo via bactéria
Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium rhyzogenesis, tecidos alvos de
transformag&o sdo mantidos na presenga de bactérias contendo genes de interesse.
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E durante o cultivo in vitro, conhecido como co-cultivo, que a bactéria transfere o
gene de interesse para o tecido alvo. Posteriormente, através do uso de meios de
cultura seletivos faz-se a identificagdo das células eficientemente transformadas. O
cultivo seletivo também é utilizado para identificar as células que forma
transformadas mediante o processo transformag&o por biobalistica, que se baseia no
bombardeamento do tecido alvo por particulas de ouro ou tungsténio contendo

aderidos a essas, plasmideos com os genes de interesse.
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ALGUNS CONCEITOS EM CULTURA -
DE TECIDOS -

Breno Régis Santos’

Patricia Duarte de Oliveira Paiva®
Renato Paiva’

Luciano Vilela Paiva*

ABA: (acido abscisico): Hormonio vegetal pertencente a classe de
sesquiterpenos, ou seja, & constituido de trés unidades de isopreno. Esta envolvido
no fechamento de estématos, tolerancia & dessecagdo e manutengdo da dorméncia
de sementes.

Acido Abscisico: fitohorménio inibidor de germinagdo. Também atua no
mecanismo de fechamento do estdmatos. .

Aclimatagdo: Ajuste de uma planta a um novo clima cu situagdo como
resultado de um processo essencialmente natural.

Aclimatizag3o: Adaptacdo climatica de um organismo, especialmente uma
planta, o qual é transferido para um novo ambiente, sendo todo esse processo
realizado artificialmente.

Adventicio: Orgdo vegetal formado em posigdo diferente daquela onde se
origina no curso normal de desenvolvimento. Por exemplo, raiz desenvolvida em um
segmento de caule ou diferenciagdo de uma gema a partir da raiz.

Agar: Polissacarideo extraido de algas marinhas. E utilizado como agente
gelificante, principalmente, em culturas bacterianas, cultura de tecidos de plantas e
géis de eletroforese.

Agente desinfestante: Substancia capaz de eliminar ou inibir o crescimento de
um microrganismo na superficie de explante.

! Doutorando em Fisiologia Vegetal, Departamento de Biclogia, Universidade Federal de
Lavras (UFLA)

2 professora Adjunto, Dra., Departamento de Agricultura, UFLA

3 professor Adjunto, PhD., Departamento de Biologia, UFLA

* professor Adjunto, Dr., Departamento de Quimica, UFLA.
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Agua deionizada: Agua purificada de baixa condutividade, cujos cétions e
anions foram removidos, através da sua passagem por uma coluna de resina de
troca idnica.

Agua destilada: Agua purificada pelo processo de destilagdo. A agua é
aquecida e seu vapor condensado em uma coluna de destilagdo.

AlA: (acido indol-3-acético). Hormdnio vegetal de ocorréncia natural
pertencentes a classe das auxinas. Induz o alongamento celular. Primeira auxina
indentificada.

AIB: (acido indol-3-butirico). Horménio vegetal de ocorréncia natural
pertencentes a classe das auxinas. Induz o alongamento celular. Possui atividade
enraizante.

Ambiente: Conjunto de condiges externas que podem afetar o crescimento, o
desenvolvimento e a reprodugio de um organismo. Fatores fisicos e bioldgicos
externos que influenciam a expressdo dos genes de um individuo.

ANA: (acido naftalenoacético). Horménio pertencentes a classe das auxinas
que induz o alongamento celular. E mais efetivo que 0 AIB e AlA.

Antibiético: Composto organico, geralmente produzido por microrganismos,
que mata ou inibe seletivamente o crescimento de outros microrganismos. Dentre os
antibiéticos, tém-se as penicilinas, as cefalosporinas, os aminoglicosideos e as
tetraciclinas.

Apice caulinar: Segmento do dpice do caule, composto pelo meristema apical
(0,05 - 0,1 mm) juntamente com os primérdios foliares e folhas em desenvolvimento.
A cultura de &pices caulinares é usada para eliminagéo de patégenos. Nesse caso,
os apices n&o devem exceder ao tamanho de 0,3 mm. Explantes de maior tamanho
s&o apropriados para propagagao rapida.

Assepsia: Técnica utilizadas para prevenir a introdugdo de fungos, bactérias,
virus, micoplasma, ou outros microrganismos em cultura de células, tecidos ou
6rgdos. Esse procedimento pode ndo excluir a introduggo de moléculas infecciosas.

Autoclave: Equipamento utilizado, em geral, para esterilizagdo de vidrarias e
meios de cultura, empregando vapor de agua, alta press&o (1,05 X 105 Kpa) e alta
temperatura (121°C), por um determinado pericdo de tempo.

Auxina: fitohorménio causador de expanséo celular.

BAP: (6-benzilaminopurina): Horménio pertencente a classe das citocininas
que promovem a divisdo e a diferenciacéo celular.

Biorreator: Recipiente onde ocorre uma reagZo biolégica, em geral,
fermentagdo ou biotransformagao.

Biotecnologia: Conjunto de técnicas que utiliza seres vivos, ou parte desses,
para produzir ou modificar produtos, aumentar a produtividade de plantas e animais
de maneira eficiente ou, ainda, produzir microrganismos para uso especificos. A
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biotecnologia inclui as tecnologias de engenharia genética, DNA recombinante,
manipulagdo de células e embriGes. Dentre os produtos biotecnolégicos destacam-se
a produgdo de insulina e de interferon a partir de genes humanos clonados e
expressos em bactérias ou outros organismos heterdlogos e plantas transgénicas
resistentes a doengas.

Calos: Grupo ou massa de células com crescimento desordenado, as quais
podem apresentar certo grau de diferenciaggo.

Callus: forma em latim da palavra calos.
Cinetina: regulador de crescimento com propriedades citocininas.
Citocinina: fitohcrmonio associado a inducéo de diviséo celular.

Clone: Populagdo de células ou organismos geneticamente idénticos,
produzidos assexualmente. Descendéncia que, por propagacdo assexual, se originou
de uma Unica planta. Populagéo de células que possui um vetor de clonagem com o
mesmo inserto. Fragmento de DNA isolado do gene de um organismo ou de um
cDNA de um vetor de clonagem.

Crescimento: Aumento de massa seca ou protoplasma de um organismo,
associado ao desenvolvimento. Em muitas situagGes, envolve divisdo celular,
expanséo, diferenciagdo e morfogénese.

Criopreservag#o: Conservagédo de materiais em baixas temperaturas, proximas
a temperatura do nitrogénio liquido (-186°C).

Cultura de células: Cultivo em meio nutritivo de células isoladas ou de
pequenos grupos de células similares, em condi¢bes assépticas e controladas de
luminosidade e temperatura.

Cultura de embrides: Refere-se aos processos de crescimento e
desenvolvimento do embrido zigotico in vitro, independentemente da idade, tamanho
e estadio de desenvolvimento em que o embrido excisado € colocado em meio de
cultura.

Cultura de tecidos: Técnicas de cultura de tecidos vegetais em meio nutritivo,
em condigGes controladas de luminosidade e temperatura.

Cultura Priméria: Cultura estabelecida com um explante originado de uma
planta matriz que se encontra ex vitro.

Desdiferenciagdo: Processo no qual uma célula diferenciada perde suas
caracteristicas especificas, reassumindo atividades meristematicas. Por exemplo, no
processo de organogénese indireta a passagem para a fase de calos é um processo
de desdiferenciagdo, no qual as células perdem sua identidade original e assumem
caracteristicas mais simples.

Desenvolvimento: Crescimento iniegrado de um organismo pluricelular ou

parte dele, associado a mudangas na forma e na complexidade, por padrdes
sucessivos de diferenciagdo e morfogénese.
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Desinfestagdo: Eliminagdo de microrganismos superficiais presentes em um
explante com o uso de substancias como o hipoclorito de sddio ou célcio, alcool,
cloreto de merctrio, etc.

Diferenciag@o: Mudancas fisioldgicas, morfoldgicas, bioquimicas e anatémicas
que ccorrem em um célula, tecido, 6rgdo ou planta, durante o desenvolvimento do
estado meristematico ou juvenil para o adulto. As células do embrido e do meristema
apical servem de exemplo do estado indiferenciado.

2ip (isopenteniladenina). Horménio vegetal pertencente a classe das
citocininas, de ocorréncia natural. Foi descoberta na bactéria Corynebacterium
fascians. A alta atividade fisiologica esta relacionada a diviséo e diferenciagdo
celular.

2,4-D (acido 2,4 diclofenoxiacético): Auxina sintética altamente ativa que
promove a organogénese, sendo mais frequentemente empregada para iniciar a
cultura de calos. Apresenta propriedade herbicida.

Dorméncia: Condigdo em que o crescimento & suspenso ou reduzido por
controle endégeno, mesmo quando as condigdes ambientais sdo favoraveis. Ocorre
em érgéos de reserva (bulbos e tubérculos), em gemas e em sementes, entre outros
6rgéos vegetais. Uma semente vidvel é considerada dormente quando ndo germina
ao ser submetida a condigbes favoraveis de germinago (temperatura, &gua,
oxigénio e especificos que quebrem a dorméncia.

Embrido: Planta rudimentar formada dentro do gametéfito feminino, que possui
um eixo polar com um dpice caulinar e um radicular em extremidades opostas.
Origina-se da unido do 6vulo com o nicleo espermatico.

Embrido somatico: Embrido formado a partir de células sométicas seguindo
padrbes de desenvolvimento do embrido zigético.

Embriogénese somatica: Processo de formagéo do embrido a partir de células
sométicas, sem que ocorra fus&o de gametas, podendo ser direta e indireta.

Embriogénese somatica direta: Processo de embriogénese somética que
ocorre sem a passagem pelo estadio de calo.

Embriogénese somatica indireta: Processo de embriogénese somatica que
ocorre com a passagem pelo estadio de calo.

Embriéide: Sindnimo de embrido somatico.

Explante: Segmento de tecido ou 6rgéo vegetal retirado do seu sitio natural e
utilizado para iniciar uma cultura in vitro.

Ex situ: Fora do lugar original

Ex vitro: Literalmente ‘fora do vidro’. Termo normalmente utilizado para
contrastar com processos efetuados in vitro.

Etileno: Fitohormdnio associado com o amadurescimento de frutos.

Fitohormonio: Substancia orgénica produzida pela planta, de baixa massa
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molecular que, em pequenas concentragdes, promove, inibe ou modifica processos
fisiolagicos, geralmente em locais diferentes daquele onde foi produzida.

Flambagem: Ato de esterilizar intrumentos, expondo-os & chama.

Fluxo laminar: Fluxo de uma massa continua de ar ultrafiltrado (através de um
filtro HEPA), livre e constante, no sentido unidirecional e aerodinamico, ao longo de
linhas paralelas, sem criar turbuléncia. Esse fluxo de ar toma a forma dos objetos ou
pessoas que encontra no f{rajeto, envolvendo-as em uma atmosfera estéril,
carregando, ao mesmo tempo, as contaminagfes geradas dentro da édrea de
trabalho. O fluxo pocde ser horizontal ou vertical.

Friabilidade: Capacidade das células vegetais se separarem uma das outras,
quando cultivadas in vitro. Por exemplo, calos mantidos em meios com altas
concentragBes de auxinas, em geral, se tornam friaveis.

Fusdo de protoplastos: Unigdo de células desprovidas de parede celular
resultando em uma célula hibrida com material nuclear das diferentes células de
origem.

GA; (acido giberélico): Horménio pertencente a classe das giberelinas que
induz a germinag&o.

Germinagéo: Engloba todos os eventos que iniciam pela absorgéo de agua de
uma semente e, na maioria das vezes, termina com a emiss&o da radicula.

Germoplasma: Material hereditdrio que determina a caracteristica de um
organismo ou de um grupo de organismos.

Giberelina: fitchorménio estimulador de germinagao.

Habituag&o: Habilidade adquirida por uma populagdo de células de crescer e
de se dividir independentemente do suprimento exégeno de substéncias reguladoras
de crescimento.

Hiperhidricidade: Veja vitrificag&o.

Horménio: Mensageiro quimico que coordena diferentes atividades em
organismos multicelulares.

Indiferenciado: Em células vegetais, estado caracterizado por células de forma
isodiamétrica, com pouco ou nenhum vacuolo e nicle grande. Como exemplo tem-se
as células meristematicas.

Indugdo: Desencadeamento de um processo morfogenético pela exposigéo do
explante a estimulos fisicos, quimicos ou biolégicos. Indugdo envolve o controle da
expresséo génica, sem alteracdo no patriménio genético de organismo, ou seja, esse
termo se refere somente a express&o de genes preexistentes.

Inoculagdo: Introducdo de bactéria, fungo, parte da planta ou células animais
em meio nutritivo, para o estabelecimento da cultura. Introdugdo de microrganismos
em animais ou vegetais. ’ ' o

In situ: No lugar original.
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In vitro: Literalmente 'no vidro’. Termo aplicado para designar crescimento de
células, tecidos ou 6rgéos vegetais em meio de cultura, em condigbes assépticas.

In vivo: Literalmente ‘ao vivo'. Refere-se ao desenvolvimento de organismos
vivos, em condigdés naturais.

Juvenilidade: Estado fisiologico do desenvolvimento caracterizado pela
incapacidade de florescimento mesmo quando a planta é exposta a condigbes
indutoras. As vezes, é acompanhado por diferencas morfolégicas (tamanho, forma ou
disposicéo de folhas; presenca de espinhos etc.) e fisiolégicas (maior capacidade de
enraizamento de estacas). E a fase do crescimento, apos a germinagéo da semente.

Meio nutritivo: Combinagdo de sais minerais (macro e micronutrientes),
carboidrato, vitaminas e reguladores de crescimento, quimicamente definido e
utilizado para o crescimento de células, tecidos ou 6rgdos in vitro. Pode ser sélido
(adicionando-se dgar ou outro agente para a gelificaggo) ou liquido.

Meristema: Tecido composto de células nio diferenciadas, envolvido na
sintese protoplasmica e formag&o de novas células por divisdo mitética. Quando nio
ha especificacéio, o termo se refere ao meristema apical do caule com tamanho
menor que 0,1 mm.

Microenxertia: Forma de propagagio assexuada in vitro que consiste em
excisar parte de uma planta (4pice caulinar ou gema lateral) e introduzi-la em outra
planta (porta-enxerto) também estabelecida in vitro.

Micropropagagéo: Refere-se as técnicas para propagacgéo de plantas in vitro,
incluindo-se, cultura de dpices caulinares e segmentos nodais, embriogénese
somatica e formagdo de gemas adventicias em explantes.

Mutagénese in vitro: Qualquer processo de mutagdo induzida realizado in
vitro.

Necrose: Morte de células ou tecidos, em totalidade ou em parte, resultante da
acéo de agentes bidticos ou abibticos.

Organogénese: Processo de neoformagio de parte aérea ou raiz a partir de
calo ou de outros explantes; contrasta com embriogénese.

Organogénese direta: Organogénese em que ndo ocorre passagem pela fase
de calo.

Organogénese indireta: Organogénese que passa pela fase de calo.

Oxidag&do: Escurecimento do meio de cultura e ou explante ocasionado por
compostos (a maioria fendlicos) liberados pelo explante.

Quiescéncia: Inibigdo da germinagdo devido a algum fator ambiental
desfavoravel.

Propagagé&o in vitro: Propagagdo de plantas em ambiente controlado, usando
frasco de cultura, técnicas assépticas e um meio nutritivo adequado para o
crescimento e o desenvolvimento do explante inoculado.
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Regeneragdo: Em cultura de tecidos de plantas, significa uma resposta
morfogenética de um explante a um estimulo, que resulta na formag&o de parte
aérea, embrido, propagulo ou planta. Nesse processo, células diferenciadas sofrem
desdiferenciagiio, assumindo caracteristicas meristematicas e, em seguida, sdo
reprogramadas, diferenciando-se em drg8os especializados (rediferenciacéo). A
regenerag&o pode ocorrer via organogénese ou embriogénese.

Regeneragéo adventicia: Regeneragdo de um érgdo vegetal em uma regi&o
diferente daquela onde originalmente é formado.

Regulador de crescimento: Substancias sintéticas, n&o produzidas
naturaimente que, quando aplicadas & planta em quantidades diminutas, estimulam,
inibem ou modificam o crescimento ou o desenvolvimento (efeitos semelhantes aos
dos fitohormonios). Muitas dessas substéncias so quimicamente analogas aos
fitchorménios.

Repicagem: Transferéncia de calos ou material vegetal em cuitivo, sem
subdividi-lo, para um novo meio nutritivo.

Resgate de embrides: Processo de recuperagdo in vitro de embriGes
resultantes de cruzamentos incompativeis. Em geral, é realizado mediante cultura de
embrides.

Subcultura: Cultura de tecido constituido na subdivisdo de material ja
estabelecido in vitro, suas transferéncia para novo meio, e a incubag&o subsequente
em condigdes controladas.

Suspenséo celular: cultura de células ou agregados celulares em meio liquido,
freqlientemente sob agitagao.

Taxa de multiplicagdo: Nimero de propéagulos obtidos a partir de um explante
inicial, em um determinado periodo de tempo.

TDZ (thidiazuron): Horménio pertencente a classe das feniluréias, ativamente
ligadas na promog&o de crescimento de calos e morfogénese.

Totipoténcia: Propriedade inerente as células vegetais de manifestar, em
momentos diferentes e sob estimulos apropriados, a potencialidade em iniciar um
novo individuo multicelular.

Ultravioleta: Radiag3o eletromagnética com comprimento de onda entre 280 e
389 nm. Geralmente, é empregada na indugdo de mutacGes em microrganismos ou
na desinfestagcdo de materiais utilizados em cultura de tecidos vegetais. Em biologia
molecular, é utilizada para a visualizagdo de acidos nucléicos corados com brometo
de etideo.

Variagdo somaclonal: Variagdo exponténea ocorrida em plantas regeneradas
de cultivo in vitro de células ou tecidos.

Vitrificagdo: Refere-se a um processo no qual um propagulo se torma
quebradigo, com aspecto de vidro, provavelmente ocasionado pela absor¢do




Alguns Conceitos em Cultura de Tecidos 91

excessiva de agua, processo esse atribuido a diversos fatores (genétipo, composigéo
do meio, etc). Anteriormente este processo era denominado de hiperhidricidade.

ZEA (zeatina): Hormdnio vegetal pertencente a classe das citocininas, de
ocorréncia natural, especialmente, em gréos imaturos de milho.
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