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Apresentacao

A micropropagacao ou propagacao in vitro é, dentre as técnicas de
cultivo de tecidos, a de maior aplicabilidade. Destina-se principalmente
aquelas espécies que sao de dificil propagacao pelos métodos
convencionais, no auxilio dos programas de melhoramento genético

e na transgenia, permitindo a obtencdo de grande nimero de plantas
sadias e geneticamente uniformes em curto periodo de tempo.
Entretanto, alguns dos fatores decisivos para o éxito dessa técnica
sdo as condicoes fisioldgica, fitossanitaria e a juvenilidade da planta
doadora de explante, ou seja, da planta matriz. As plantas matrizes
devem ser obtidas a partir das plantas béasicas, devendo, também, ser
cultivadas em ambientes protegidos de vetores de pragas e patdgenos.

A implantacao de jardins clonais tem como objetivo produzir material
propagativo de caréater juvenil e vigor vegetativo. A utilizacdo de jardim
clonal tem sido a forma mais aplicada no estabelecimento de areas

de multiplicacdo vegetativa. A partir de suas matrizes, podem ser
retirados materiais para propagacao mediante técnicas convencionais
de propagacéao vegetativa, como estaquia e enxertia, ou propagulo para
o cultivo in vitro.

A maioria das biofabricas surgiu agregada aos viveiros de companhias
produtoras de mudas, com objetivo de fornecer material propagativo
livre de insetos, virus e patégenos, a fim de acelerar os métodos
convencionais de propagacao vegetativa.

Chefe-Geral da Embrapa Algodao
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Plantas Matrizes na
Propagacao Vegetativa

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Marina Medeiros de Araujo Silva

1. Introducéao

A propagacao assexuada é obtida por meio de partes vegetativas de
plantas que retém a capacidade de regeneracao. Mediante técnicas
como a enxertia, estaquia, alporquia, mergulhia e micropropagacao,
proporciona-se a perpetuacao de gendtipos superiores com grande
precisdo, o que se denomina de propagacao clonal. A partir dai sao
originados os clones, definidos como toda a descendéncia a partir
de um individuo, por via exclusivamente assexuada. Por causa

da ocorréncia apenas de divisdes mitéticas, esses individuos sao
genotipicamente idénticos (NAKASU, 1979; PAIVA; GOMES, 2001).

Métodos de propagacao assexuada sao uma alternativa para a rapida
multiplicacdo de mudas, com producdo em larga escala, permitindo a
formacao de cultivos homogéneos quanto a produtividade, qualidade
de frutos ou flores, precocidade e tolerancia as pragas e doencas, além
da antecipacdo do inicio da producao comercial, a partir da reducao da
fase juvenil da planta (LIRA JUNIOR et al., 2007).

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), muitos sdo os fatores que
influenciam no sucesso da utilizacdao dos métodos de propagacao,
dentre estes se destaca, especialmente, a qualidade da planta
fornecedora do material vegetal; incluindo seu manejo cultural e
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ambiental, pois os estados nutricional, fisiolégico e fitossanitario tém
elevada influéncia no posterior comportamento da cultura. Plantas
bem nutridas, sem sintomas de deficiéncia nutricional ou hidrica, em
geral, fornecem estruturas de propagacao de melhor qualidade. De
acordo com a Lei n® 10.711, de 5 de agosto de 2003, do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, (BRASIL, 2003), plantas
matrizes sdo conceituadas como plantas fornecedoras de material de
propagacao que mantém as caracteristicas da planta basica (obtida
por melhoramento genético) da qual seja proveniente. Portanto, para a
criacdo de um viveiro de producao de mudas, é necesséria a obtencao
de matrizes ou plantas-mae de qualidade. A manutencao deste
conjunto de plantas fornecedoras de material de multiplicacdo, sejam
elas matrizes ou basicas, geralmente, é feita em unidades chamadas
de jardins clonais (colecao dindmica), os quais constituem meio de
conservacao da variabilidade genética de determinada espécie fora

de sua comunidade natural (ex situ), assim como a colecao ativa ou
banco de germoplasma e a colecao in vitro. Plantas matrizes também
podem ser mantidas em comunidades naturais (in situ), como parques
nacionais e reservas biolégicas (CARVALHO et al., 2009; FALEIRO,
2008; RAMALHO et al., 2004 ).

Muitos sao os setores que contribuem para o aumento na demanda da
producao de mudas, como o agricola, gracas a constante renovacao

e expansao das lavouras; o setor florestal, para a recomposicao de
areas degradadas; além da construcao civil, que necessita de mudas
de plantas ornamentais para jardins, pracas e ambientes comerciais.
Assim, o conhecimento da técnica de producédo, bem como dos
requisitos para aquisicdo e manutencao de plantas utilizadas como
matrizes sao fundamentais para obtencao de mudas de qualidade,
devendo-se ressaltar que cada espécie apresenta necessidades
especificas de manejo.

Esta revisdo descreve os principais aspectos relacionados a
manutencao de plantas matrizes utilizadas na propagacao assexuada,
incluindo a legislacdo vigente e a obtencdo e manutencao das matrizes
em jardins clonais e por meio do cultivo in vitro.
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2. Aspectos legais sobre a producdo de mudas
certificadas a partir de plantas matrizes

Com o objetivo de garantir a oferta de materiais de propagacao
vegetal de qualidade para os produtores rurais e certificar a producao
de sementes e mudas em conformidade com os padrdes de
qualidade fisiologica, fitossanitaria e identidade genética, a legislacao
de sementes e mudas, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (Mapa), fornece as diretrizes que determinam as regras,
processos e documentacao exigidos para producado e comercializacao
de mudas, por meio da Lei n® 10.711/2003 - Lei de Sementes

e Mudas (BRASIL, 2003). Esta é regulamentada pelo Decreto n°
5.153/2004 (BRASIL 2004). Abaixo deste Regulamento existem as
Instrucdes Normativas n° 9/2005 e 24/2005, que trazem as normas
para producdo, comercializacao e utilizacdo de sementes e mudas,
respectivamente (LONDRES, 2006; MIRANDA, 2008).

A legislacao também apresenta algumas conceituagcdes importantes. As
que sao pertinentes a esta revisao estao descritas abaixo:

® Planta bdasica: planta obtida por meio de processo de
melhoramento, sob a responsabilidade e controle direto do seu
obtentor ou introdutor, mantidas as suas caracteristicas de
identidade e pureza genética.

® Planta matriz: planta fornecedora de material de propagacao
gque mantém as caracteristicas da planta basica da qual seja
proveniente.

¢ Clone: planta obtida por meio de propagacao vegetativa,
geneticamente idéntica a planta original.

e Muda: material de propagacao vegetal de qualquer género,
espécie ou cultivar, proveniente de reproducado sexuada ou
assexuada e que tenha a finalidade especifica de plantio.

* Muda certificada: muda que tenha sido submetida ao processo
de certificacao, proveniente de planta basica ou de planta
matriz.

e Jardim clonal: conjunto de plantas, matrizes ou basicas, destinado
a fornecer material de multiplicagao de determinada cultivar.

11
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¢ Borbulheira: conjunto de plantas de uma mesma espécie ou
cultivar proveniente de planta basica, planta matriz ou muda
certificada, destinado a fornecer borbulhas.

e Unidade de propagacao in vitro: local destinado a propagacao
vegetativa visando a produc¢do de mudas a partir de cultura de
tecidos.

e Viveiro: area convenientemente demarcada e tecnicamente
adequada para a produgao e manutengao de mudas.

e Origem genética: conjunto de informagdes que identifica os
progenitores e especifica o processo utilizado para obtengéo de
uma cultivar.

De acordo com o Regulamento da Lei 10.711 (arts. 46 e 47), (BRASIL,
2003), o processo de producao de mudas inicia-se pela inscricao

dos viveiros ou unidades de propagacao /in vitro e conclui-se com a
emissdo da nota fiscal de venda pelo produtor. O processo compreende
as seguintes etapas: obtencao da planta bésica, obtencao da planta
matriz, instalagcado do jardim clonal ou borbulheira e produgcao da muda.

As mudas certificadas sdo as Unicas que oferecem garantia quanto
as melhores caracteristicas genéticas, fitotécnicas e fitossanitarias.
A certificacao é o processo que, obedecidos normas e padroes
especificos, objetiva a producao de mudas, mediante controle de
qualidade em todas as suas etapas, incluindo o conhecimento da
origem genética e o controle de geracdes (PEREIRA et al., 2005).

No processo de certificacdo, a obtencdo das categorias dar-se-4 da
seguinte forma:

| - planta matriz seréd obtida da planta basica.

Il - A muda certificada serd obtida a partir de material de
propagacao proveniente de planta bésica, planta matriz,
jardim clonal ou borbulheira.

As plantas béasicas devem ser formadas e mantidas por entidades
governamentais, sob condicdes de ambiente protegido, com adequada
caracterizacao quanto a fidelidade genética e a auséncia de patégenos.
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As plantas matrizes devem ser obtidas a partir das plantas basicas,
devendo, também, ser cultivadas em ambiente protegido de vetores

de pragas. J&4 as mudas certificadas devem ser produzidas a partir de
métodos convencionais de propagacao vegetativa ou por cultura de
tecidos, sempre utilizando plantas matrizes registradas, substrato isento
de patdégenos e propagulos de plantas daninhas, sob condicOes de
ambiente protegido (ARANTES, 2004; BUENO, 2006).

Segundo a Instrucdo Normativa n® 24/2005, do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL 2005), a producéao
de mudas certificadas requer a inscricao das plantas fornecedoras de
material de propagacéao (planta béasica, planta matriz, jardim clonal e
borbulheira), a qual devera ser solicitada ao érgao de fiscalizacao da
Unidade da Federacao em que estes estejam instalados. A inscricao
devera ser renovada a cada trés anos para planta basica e planta
matriz, e anualmente para jardim clonal e borbulheira.

3. Formas de armazenamento de germoplasma
para a propagacao de plantas

O germoplasma é o conjunto de material genético de uma espécie
(VIEIRA, 2000). Segundo Ramalho et al. (2004), as duas estratégias
béasicas de conservacao de germoplasma, propostas como medidas de
prevencao ao processo de erosdo genética, sdo a conservacao /in situ
(no ambiente onde a espécie evoluiu) e a conservacao ex situ (realizada
em bancos de germoplasma), onde este pode ser armazenado na forma
de sementes, jardins de coleta ou jardins clonais, por meio do cultivo /in
vitro e criopreservacao.

Os bancos de germoplasma sao unidades conservadoras de material
genético de uso imediato ou com potencial de uso futuro, com a
finalidade de manejar a variabilidade genética entre e dentro da espécie,
com fins de utilizacdo para a pesquisa em geral, especialmente para o
melhoramento genético. Os bancos de germoplasma sao compostos

ou mantidos de formas variaveis, em razao das espécies com que se
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trabalha, suas caracteristicas especificas e também com os recursos
humanos e fisicos disponiveis (CARVALHO et al., 2008; LIRA JUNIOR,
2005; SOUZA et al., 2009).

As plantas matrizes utilizadas na propagacao vegetativa podem ser
mantidas em jardins clonais ou sob condi¢coes de cultivo in vitro.

3.1 Jardim clonal

Clone é definido como sendo um grupo de plantas com as

mesmas caracteristicas genéticas em razao de serem originadas,

por multiplicacdo assexuada, de um mesmo gendtipo (individuo)
(CAVALCANTI JUNIOR; BARROS, 2002). Portanto, jardins clonais
sdo pomares formados por um ou varios grupos de plantas clonadas
(matrizes), cuja finalidade é a producao de propagulos para formacao
de mudas de qualidade, destinadas a implantacdao de pomares e viveiros
comerciais. A vantagem desse tipo de pomar esta no fato de que,
enquanto uma Unica matriz nos fornece uma quantidade limitada de
propagulos, os jardins clonais possibilitam a oferta de uma quantidade
infinitamente maior de materiais propagativos geneticamente idénticos
(CAVALCANTI JUNIOR, 2000a; HOPPE, 2004).

Um aspecto importante a ser considerado nos jardins clonais é

o papel da propagacao vegetativa que possibilita a manutencao

dos gendtipos por intermédio da clonagem, preservando as suas
caracteristicas desejaveis; j4 que no processo de reproducdo sexuada
as caracteristicas de interesse, dependendo do sistema reprodutivo da
espécie, podem ser dissipadas logo na primeira geracao, acarretando o
surgimento de diversos padrdoes agrondmicos e fisiolégicos, o que nao
é comercialmente desejavel. A implantacao de jardins clonais com o
objetivo de produzir material propagativo torna-se vantajoso, pois, além
de permitir a coleta de ramos durante todo o ano, podem apresentar
carater juvenil e vigor vegetativo, caracteristicas estas favoraveis ao
enraizamento (OLIVEIRA et al., 2010). Segundo Hackett (1987), a
juvenilidade é um fator importante em plantas lenhosas por afetar a
capacidade de propagacdo vegetativa, além de proporcionar variacoes
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nas taxas e formas de crescimento, na qualidade e rapidez na formacao
de raizes, e também mudancas fisiolégicas e bioquimicas, com a
transicao para o estagio maduro.

Os tratos culturais e os cuidados com os jardins clonais séao
basicamente os mesmos praticados nos pomares comerciais que
adotam bom nivel de tecnologia, tais como: correcao e adubacao dos
solos, acompanhamento fitossanitario, podas de limpeza e irrigacao.
As principais diferencas estdo na densidade de plantio e na conducao
da poda, quando praticadas. Em jardins clonais, a densidade de plantio
é determinada em razao do tempo e da intensidade de uso, uma vez
que esses dois fatores regulam o estagio de desenvolvimento da
copa, permitindo que se planeje o tempo de utilidade sem que haja
comprometimento do manejo. Assim sendo, jardins clonais pouco
solicitados devem ter densidades de plantio semelhantes aos da
prépria cultura, caso contrario, necessitarao constantemente de podas
drasticas para nao haver superposicao de copa e dificuldades no
manejo, que, além de onerarem o custo de manutencao, interrompem,
temporariamente, o fluxo de oferta dos materiais propagativos. Por
sua vez, a medida que se aumenta a demanda por propagulos e/ou
diminui o tempo de utilidade dos jardins clonais - como nos casos em
que o objetivo é somente dar apoio a implantacdao de um pomar -, a
densidade de plantio deve ser aumentada. Isto possibilita economia de
espaco, tempo e custo de manutencao. Quanto a poda, na conducao
de pomares, a sua aplicacao melhora a qualidade dos frutos e aumenta
a produtividade, por influenciar o mecanismo de redistribuicao das
reservas da planta. Ja em jardins clonais, a poda € utilizada para
aumentar o desenvolvimento de ramos com propagulos vigorosos
(CAVALCANTI JUNIOR, 2000a; 2000b).

A utilizacao de jardim clonal tem sido a forma mais aplicada no
estabelecimento de dreas de multiplicacao vegetativa. A partir de suas
matrizes, podem ser retirados materiais para propagacao mediante
técnicas convencionais de propagacao vegetativa, como estaquia e
enxertia, ou explantes para o cultivo /in vitro.
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Almeida et al. (2010), trabalhando com a formacéao de jardim clonal

de Jatropha curcas L., afirmam que a sua implantacao, por meio da
selecao de matrizes superiores, é necesséaria ndo apenas para se obter
elevada produtividade, mas para acelerar o processo de domesticacao
da espécie e conservacao da variabilidade para trabalhos que envolvam
o melhoramento genético.

3.2 Minijardim clonal

O sistema de minijardim clonal apresenta como diferencial a reducao
da 4rea e 0 aumento na produtividade de propagulos vegetativos
(HIGASHI et al., 2000). Cada planta que compGe o minijardim clonal é
chamada de minicepa. O termo “minijardim clonal”, usado na maioria
dos viveiros do Pais, deve ser preferencialmente adotado em relacao a
“jardim miniclonal,” para que se forneca uma ideia de extensao menor
da area ocupada em relacao aos jardins clonais de campo. Enquanto os
jardins clonais ficam instalados em campo e ocupam éareas de dezenas
de hectares, os minijardins sdo estabelecidos em espacos menores
(ALFENAS et al., 2004).

O estabelecimento do minijardim clonal permite melhor controle
nutricional e fitossanitario, erradicacao de plantas indesejaveis, que sao
altamente agressivas e competem por dgua, nutrientes e luz (ALFENAS
et al., 2004). Além disso, reduz custos com transporte de pessoal e
material a ser propagado.

O minijardim clonal pode ser implantado em diversos tipos de
recipientes, que variam desde vasos de polipropileno de diferentes
volumes, caixas de fibras de vidro de variadas formas e dimensdes

ou em canaletoes de fibrocimento (HIGASHI et al., 2002; SILVEIRA

et al., 2001). Neste sistema os substratos utilizados podem ser areia
ou cascalho, por apresentarem caracteristicas fisicas e quimicas
adequadas para esta finalidade. Os nutrientes, por sua vez, sado
fornecidos por gotejamento a cada planta, regulando-se a concentracao
e a vazao de nutrientes, de modo a ter um excedente muito pequeno,
que é recolhido por um sistema de drenagem ou descartado. Portanto,
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o sistema pode ser fechado, onde a solucéo retorna ao sistema, ou
senao aberto, onde a solucao é descartada, o que reduz a possibilidade
de disseminacao de patdégenos (HIGASHI et al., 2002).

Segundo Mafia et al. (2005), embora existam varios tipos de
minijardins clonais, o estabelecimento de minicepas em canaletées de
amianto ou concreto com leito de areia e fertirrigacao por gotejamento
é atualmente o mais empregado.

O sistema de minijardim clonal vem se desenvolvendo principalmente
para espécies florestais, especialmente na silvicultura clonal do
eucalipto (CARVALHO NETO, 2010; CUNHA et al., 2005; WENDLING;
SOUZA JUNIOR, 2000).

3.3 Microjardim clonal

A técnica de microestaquia desenvolveu-se buscando aproveitar ao
maximo a juvenilidade dos propagulos vegetativos, para maximizar o
enraizamento das microestacas no processo de propagacao clonal.
Nesse processo, o laboratério de micropropagacao funciona como local
de rejuvenescimento de clones selecionados para a producao de plantas
que visam a formacao do microjardim clonal, localizado no viveiro
florestal (DUTRA et al., 2009; XAVIER et al., 2001). O microjardim
clonal, constituido por microcepas, é o fornecedor de propagulos
vegetativos (as microestacas) para o processo de producdo de mudas,
que é dependente das estruturas da casa-de-vegetacao, casa-de-sombra
e area de pleno sol, onde sao realizadas as fases de enraizamento,
aclimatacao e rustificacao das mudas, respectivamente.

Deve ser ressaltado que, técnica e economicamente, a microestaquia
apresenta vantagens sobre o método de estaquia convencional
(macropropagacao). Dentre essas vantagens, encontram-se o melhor
desempenho de enraizamento, a melhor qualidade do sistema radicular,
a maior velocidade de emissao das raizes, a eliminacao do uso de
fitorreguladores para promover o enraizamento e a reducao das
atividades operacionais (DANIEL, 2010; PELIZZA et al., 2011).
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Basicamente, a microestaquia diferencia-se da miniestaquia pela origem
do material que compde o microjardim clonal. Na microestaquia as
microcepas originam-se de mudas micropropagadas, e na miniestaquia
as minicepas iniciais sao formadas de mudas propagadas pela estaquia
convencional (XAVIER et al., 2001). Além disso, em relacao a
macroestaquia, permite a eliminacédo do jardim clonal, disponibilizando
assim a area para plantios comerciais.

A microestaquia também apresenta aspectos negativos como método
de clonagem. Ferrari et al. (2004) citam a maior sensibilidade das
microestacas as condicoes ambientais durante o enraizamento,
principalmente oscilagOes drasticas de umidade relativa e temperatura,
pelo fato das mesmas serem mais tenras que as estacas obtidas de
minijardim ou jardim clonal. Outro fator limitante é a necessidade das
mudas rejuvenescidas por micropropagacao como ponto de partida
para o processo. Assim, a implementacao desta técnica é dependente
da existéncia de laboratérios de cultura de tecidos vegetais, o que,
além de limitar sua utilizacdo, pode aumentar os custos de producao de
mudas em razao dos gastos com rejuvenescimento dos clones in vitro
(SANTOS, 2010).

4. Selecdo e manutencdo de plantas matrizes

O grau de sucesso obtido na propagacao vegetativa é influenciado por
diversos fatores, como a espécie/clone, estacao do ano, condicoes
fisiolégicas da planta matriz, variagdes nas condi¢Oes climéaticas,
posicao do propagulo na planta matriz, tamanho, tipo e hora de coleta
do propéagulo, meio de enraizamento, substancias de crescimento,
pelos produtos quimicos aplicados, entre outros (WENDLING, 2004).
No entanto, a selecao de matrizes apresenta-se como um dos aspectos
mais relevantes a serem considerados.

Na selecdo das matrizes, a planta da qual serao retiradas sementes
ou outro material de propagacao deverd estar em boas condicoes
fisiolégicas e fitossanitarias, ser vigorosa, com caracteristicas
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agron6micas superiores (produtividade, qualidade de frutos, sementes,
etc.). Por condicao fisiolédgica da planta matriz, entende-se o conjunto
das caracteristicas internas de uma planta, tais como o conteldo de
agua, balanco hormonal, teor de reservas e nutrientes, por ocasidao da
coleta de material de propagacao (FACHINELLO et al., 2005).

O manejo adequado e o estado nutricional sao fatores importantes para
a manutencao e vigor da planta fornecedora de propagulos (Figura 1).
Tal estado vai determinar a quantidade de carboidratos e auxinas, entre
outros compostos metabdlicos, fundamentais a iniciacao radicial e a
velocidade em que esta ocorre (CUNHA et al., 2009).

Doengas emmmd Luminosidade

P R,
Nt

Figura 1. Fatores inerentes a planta matriz que podem comprometer a exequibilidade da
aplicacdo das técnicas de propagacao vegetativa.
llustracdo: Marina M. de A. Silva.

O estado nutricional dos propagulos vegetativos tem sido
correlacionado com o enraizamento. De modo geral, qualquer
nutriente envolvido nos diversos processos metabdlicos associados
a diferenciacao e formacao do meristema radicular é essencial para
a iniciacao do processo de formacao de raizes (BLAZICH, 1987;
MALAVASI, 1994). A fertilizacdo da planta matriz antes da coleta
de estacas tem sido recomendada pelo fato dessa pratica apresentar
efeitos altamente significativos nos indices de enraizamento e na
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velocidade de formacéao das raizes (BLAZICH, 1987). Além disso,
com o aumento da idade da planta, ocorre reducao nas taxas de
divisao celular e capacidade regenerativa, resultando em um escasso
enraizamento (WANG; ANDERSEN, 1989).

Dentre os fatores que podem aumentar a formacao de raizes,
destacam-se a presenca de folhas na estaca, o uso de reguladores
de crescimento, o estadio de desenvolvimento da planta e do préprio
ramo, além da época do ano em que as estacas sao coletadas
(HARTMANN et al., 2002).

Embora o estiolamento seja definido pela total exclusdo da luz, na
propagacao de plantas também pode ser caracterizado pelo crescimento
de brotacdoes em condicdes de sombreamento parcial (DAVIS et

al., 1988). Para Hartmann et al. (2002), deve-se cultivar as plantas
matrizes e efetuar o enraizamento sob baixa radiacao, principalmente
em espécies de dificil enraizamento.

Heller et al. (1994) constataram que o sombreamento moderado

das plantas matrizes, da ordem de 50%, proporcionou 90% de
enraizamento de estacas da ornamental Coleonema aspalathoides;
enquanto estacas oriundas de matrizes em condic6es normais de
luminosidade apresentaram 30% de enraizamento. Esses autores
verificaram também que aumentos no sombreamento, de 75% e
87,5%, proporcionaram resultados inferiores, em virtude da menor
quantidade de carboidratos nas estacas, decorrente da diminuicao da
atividade fotossintética. Assim, um maior indice de enraizamento é
atribuido ao maior acimulo de carboidratos ou a reducéao dos niveis de
citocininas na estaca (WENDLING, 2004). Costa Junior et al. (2003),
trabalhando com duas cultivares de goiabeira (Psidium guajava L.),
também observaram melhor enraizamento de estacas retiradas de
matrizes submetidas ao sombreamento (30%) em relacao as que se
encontravam a pleno sol, inferindo que o melhor desempenho dessas
estacas pode estar relacionado as maiores concentracdes de auxinas
enddégenas nos ramos, provocadas pelo sombreamento.
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A umidade do solo via mecanismo de potencial hidrico ou déficit
hidrico pode nao apenas afetar a taxa fotossintética, mas também
provocar reducao da divisdo celular dos tecidos meristematicos da
planta, afetando seu crescimento (ARAUJO: CASTRO NETO, 2002;
TAIZ; ZEIGER, 2009). Desse modo, a importancia do status hidrico da
planta matriz antes da coleta dos propagulos de plantas lenhosas no
enraizamento é de consenso, uma vez que influencia a turgidez dos
tecidos. De acordo com Assis e Teixeira (1998), o estresse hidrico
induz elevacao nos contelidos de acido abscisico e etileno nas folhas,
compostos considerados inibitérios no enraizamento. O estresse hidrico
afeta também niveis endégenos de citocininas, mediante efeito direto
na sua sintese e indireto pela reducao do seu transporte para e dentro
das folhas.

Portanto, para se garantir a viabilidade na aplicacao das técnicas de
propagacao vegetativa, quando da selecao de material a partir de
plantas matrizes, devem ser levados em consideracdao o genétipo
(espécie/cultivar), o ambiente e o estado fisiolégico aos quais estas
plantas estao submetidas, incluindo condicdes de estresse (bidtico
e abidético), temperatura, luminosidade (intensidade e fotoperiodo),
estiolamento, quantidade de carboidratos, nutricao mineral, entre
outros.

5. Plantas matrizes no cultivo in vitro

A micropropagacao ou propagacao in vitro é, dentre as técnicas de
cultura de tecidos, a de maior aplicabilidade. Destina-se principalmente
aquelas espécies que sao de dificil propagacao pelos métodos
convencionais, permitindo a obtencdo de grande ndmero de plantas
sadias e geneticamente uniformes em curto periodo de tempo
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; SOUZA et al., 2006; WENDLING
et al., 2006).

Na década de 1970, quando a micropropagacao recebeu grande
impulso, Murashige (1974) apresentou o conceito de estagios de
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desenvolvimento no processo de propagacao in vitro. Este esquema,
padrao para sistemas de micropropagacao, divide-se resumidamente
em: Estégio | - introducdo ao cultivo asséptico; Estagio Il - multiplicacao
dos propagulos; e Estagio lll - enraizamento e transplantio das mudas
obtidas. Além destes, o estadgio O (zero) também tem sido sugerido por
muitos autores, a partir da proposta inicial feita por Debergh e Maene
(1981). Esse estagio corresponde ao tratamento dado a planta matriz, o
qual pode ser considerado determinante para o sucesso da aplicacado da
técnica de micropropagacao (GEORGE et al., 2008; GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; WENDLING et al., 2006).

A planta matriz é aquela da qual serao retirados os explantes (Figura 2),
ou seja, os segmentos de tecido ou 6rgao vegetal utilizado para iniciar
a cultura in vitro (WILLADINO; CAMARA, 2005). Os cuidados com a
planta matriz devem assegurar o seu bom estado fisiolégico (nutricional
e hidrico) e fitossanitario. A ontogenia e fisiologia da planta que é fonte
de explantes tém uma profunda influéncia sobre a resposta in vitro,
devendo-se utilizar explantes coletados de regides meristematicas
juvenis. Além disso, eles devem ser retirados, preferencialmente, de
plantas sadias e vigorosas que foram mantidas em crescimento ativo

e gue nao estejam passando por qualquer tipo de estresse e ataque de
pragas ou doencas, pois a sanidade da planta matriz € um importante
fator no que tange a facilidade de descontaminacao do explante no
processo de isolamento (CARVALHO et al., 2006; GEORGE et al.,
2008; WILLADINO; CAMARA, 2005).

A escolha do explante podera ser influenciada por diversos fatores, tais
como: disponibilidade de material, nivel de contaminacao, juvenilidade
do tecido e estacao do ano (CID; TEIXEIRA, 2010). Explantes
provenientes de sementes e partes juvenis de plantas adultas sao
preferencialmente mais utilizados, pois tecidos meristematicos se
desenvolvem mais rapidamente e sdao mais estaveis geneticamente
(SOUZA et al., 2006). Tecidos maduros também podem ser cultivados
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), no entanto, além de afetar o
estabelecimento /n vitro, a maturidade do explante quase sempre tem
efeitos importantes sobre o crescimento e a morfogénese dos tecidos
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Figura 2. Esquema de diferentes fases de desenvolvimento de plantas de maracujazeiro
(Passiflora spp.), mostrando os diversos tipos de explantes que podem ser utilizados para
se iniciar um cultivo in vitro.

Fonte: Junghans e Santos-Serejo, (2006).

e 6rgaos vegetais em cultura (GEORGE et al., 2008). Em estudos
visando a formacao de embrides de somaticos de Gossypium hirsutum
L., foi preferivel utilizar explantes (segmentos hipocotiledonares,
epicodtilo, discos foliares e cotilédones) de plantas matrizes obtidas
pela germinacao de sementes /in vitro (AYDIN et al., 2010; KOUAKOU
et al., 2007; RAO et al., 2006 SILVA et al., 2010). Essa estratégia
permitiu a formacao de uma matriz intacta, ou seja, os tecidos
vegetais ndao sofreram agressdes por parte de agentes esterilizantes,
0s quais, muitas vezes - dependendo de sua composicao, dose e
tempo de exposicao ao tecido -, podem inviabilizar a resposta do
explante, especialmente por promover oxidacao fendlica (RIBEIRO et
al., 2008). Plantas matrizes também foram obtidas por cultivo in vitro
de embrides zigéticos de Jatropha curcas L. (NUNES et al., 2008) e
Ricinus Communis L. (RIBEIRO et al., 2010). Em ambos os casos, foi
retirado o tegumento (casca) da semente e realizada uma assepsia no
endosperma, para posteriormente, em camara de fluxo laminar, serem
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excisados os eixos embrionarios. Embora plantas matrizes estabelecidas
in vitro sejam bastante utilizadas como fontes de explantes (Figura

3), estes podem ser retirados de matrizes mantidas em casa-de-
vegetacdo. Em mamoneira, &pices caulinares foram retirados de plantas
de 6 meses de idade, provenientes de programa de melhoramento
genético (BERTOZZO; MACHADO, 2010); e em pinhao-manso, foram
excisadas gemas axilares de plantas com 3 meses de crescimento
(SHRIVASTAVA; BANERJEE, 2008). Antes de serem inoculados para
dar inicio a propagacao /n vitro, os explantes passaram por processos
de desinfestacao.

Foto: Marina M. de A. Silva.

Figura 3. Plantas matrizes de Gossypium
hirsutum L. (A) e Ricinus communis L. (B)
obtidas por meio da germinacdo de sementes
e cultivo de embrides zigdticos in vitro,
respectivamente.

As matrizes fornecedoras de explantes devem ser mantidas nas
melhores condicdes de limpeza e fertilidade possiveis, especialmente
em virtude da grande influéncia das caracteristicas destas plantas
sobre o estabelecimento e crescimento das culturas in vitro. Para tal,
recomenda-se que sejam cultivadas em condicdes controladas, onde
possam receber tratamento fitossanitario e nutricido mineral adequada
(WENDLING et al., 2006).
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A condicao fitossanitaria da planta matriz € importante porque ira
determinar a facilidade em descontaminar o explante durante seu
isolamento. Apesar da realizacdo do processo de desinfestacao,
diversos microrganismos de natureza endégena nao sao expostos

aos agentes desinfestantes e devem ser controlados ja na planta
matriz (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Frequentemente plantas

matrizes sao rejeitadas por apresentarem doencgas, sejam elas causadas

por fungos, bactérias, virus ou outros organismos. Tais problemas
afetam ndo somente a introducao do material in vitro como também a
qualidade final da muda (PASQUAL et al., 2010).

Uma das principais medidas a serem tomadas para garantir a qualidade
fitossanitaria das matrizes é fazer sua manutencdao em ambiente limpo,
como uma casa-de-vegetacao ou camara de crescimento, uma vez que
no campo a planta estd exposta a todo tipo de intempérie e insetos
que provocam ferimentos e permitem a entrada de microrganismos.
Deve-se evitar, portanto, que as estruturas de propagacao e as mudas
em formacdo estejam sujeitas ao in6culo vindo da planta matriz, dando
continuidade ao processo infeccioso (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998; REIS et al., 2009).

Em casa-de-vegetacao consegue-se uma reducao na exposicao da
planta a estresses bidticos e abiéticos, além de permitir uma brotacao
mais intensa e, consequentemente, o aumento do rendimento de
explantes por planta matriz. Os tratamentos fitossanitarios tém

por objetivo manter os agentes microbianos externos e internos,
fitopatogénicos ou ndo, nos niveis mais baixos possiveis. Para tal,
sao utilizados agentes antimicrobianos de contato e sistémicos,
respectivamente. Uma vez reduzida a carga de agentes microbianos,
aumentam as chances de estabelecimento dos explantes introduzidos
no meio de cultura in vitro (WENDLING et al., 2006). Ademais, em
algumas espécies, a indexacao para alguns virus deve ser realizada, a
fim de se descartar materiais contaminados, que funcionariam como
disseminadores de doencas. Em casos onde é necessaria a eliminacao
do virus por falta de materiais sadios, é imprescindivel o cultivo de
meristemas isolados para a limpeza clonal (SOUZA et al., 2006).
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Outras medidas preventivas muito Uteis sdo a manutencdo das plantas
em substrato esterilizado (pasteurizado, autoclavado ou fumigado), em
vasos sem contato direto com o solo, de preferéncia sobre bancadas.
A irrigacao deve ser feita direta e exclusivamente no substrato, sem
molhar as folhas, pois a irrigacdo por aspersao ou nebulizacao aumenta
as chances de contaminacdo. A manutencao das plantas matrizes

em casa-de-vegetacao permite ainda o controle e a manipulagcdo do
fotoperiodo, da intensidade luminosa e da temperatura, visando a
estimular novas brotacdes, independentemente da época do ano, ou
simular periodos de vernalizagdao nas plantas para obter explantes mais
adequados (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PASQUAL et al.,
2010).

A planta matriz selecionada para fornecer os explantes deve estar
nutricionalmente equilibrada, pois favorece seu crescimento vegetativo
e facilita a retirada do material propagativo. Nos casos especificos de
adubacdes de plantas matrizes, devem-se fazer anélises tanto do solo
como de folhas para obtencdo de melhores resultados (PASQUAL et
al., 2010). Devem-se procurar formulacées que venham a favorecer o
crescimento e vigor vegetativo, mantendo-se adequadas as relacoes
NPK de acordo com as caracteristicas de cultivo de cada espécie e/
ou cultivar. Plantas adequadamente nutridas apresentardao melhor
desempenho durante as etapas da micropropagacao, em razdao de um
melhor balango hormonal endégeno (WENDLING et al., 2006).

A maioria dos laboratérios comerciais de micropropagacao surgiu
agregada aos viveiros de companhias produtoras de mudas, com

0 objetivo de fornecer material propagativo livre de doencas, de
acordo com as necessidades internas, ou de acelerar os métodos
convencionais de propagacao vegetativa (WENDLING et al., 2006).
No Brasil, diversas empresas atuam na aplicacao comercial da
micropropagacao, produzindo mudas, em larga escala, de cana-de-
acucar, abacaxizeiro, morangueiro, bananeira, amoreira, coqueiro,
plantas ornamentais, entre outras (BASTOS; RIBEIRO, 2009). As
plantas advindas do cultivo in vitro servem tanto para renovacao de
plantios como para implantacao de matrizeiros.
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A producédo em larga escala de plantas matrizes, com qualidade
genética e fitossanitaria comprovadas, permitird que os produtores
renovem seus campos de matrizes, garantindo uma boa produtividade
e alta qualidade de seus produtos (CETENE, 2009). Segundo Debiasi
(2009), mudas micropropagadas, produzidas sob condicées controladas
em laboratério, representam uma alternativa para o produtor que busca
investir em qualidade, reduzir os custos de manejo de pragas e doencas
e ainda aumentar sua produtividade.
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