DEZEMBRO DE 1996

Ao se aproximar o término do ano, desejamos aos associados os votos de
boas festas junto com os nossos agradecimentos pela colaboragdo
dispensada.

Informamos que a anuidade da International Association for Plant Tissue
Culture (IAPTC), referente ao ano de 1997, sera de R$ 30,00 (trinta reais).
Os interessados em se associarem deverdo efetuar o pagamento em cheque
nominal a José Antonio Peters, até o dia 30 de janeiro de 1997.

Informamos também que a anuidade da Associagdo Brasileira de Cultura
de Tecidos de Plantas (ABCTP), para o ano de 1997, sera de R$ 20,00
(vinte reais). O pagamento devera ser efetuado em cheque nominal a
ABCTP até 30 de marco de 1997, remetido para o enderego de seu
presidente.

NOVIDADES: Em 1997, 0 ABCTP NOTICIAS e muitas outras
informagdes sobre biotecnologia estardo disponiveis via Internet
para os associados
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Introducio

A micropropagagdao de espécies de importancia
agricola tem grande aplicabilidade no processo de
producdo industrial. A clonagem in vitro € um
procedimento significante, na multiplicagdo de espécies
omamentais, frutiferas e esséncias florestais, tanto em
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento.
Atualmente, milhares de pequenas, médias e grandes
empresas produzem de 10.000 a mais de 1.000.000 de
espécimes de plantas i» vifro por ano.

Na América Latina a micropropagagido industrial
comegou nos anos 80, existindo atualmente cerca de
105 laboratorios comerciais onde, por exemplo, em
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Cuba, a capacidade de produgdo chega a 60 milhdes
de plantas por ano (Panick, 1995; Ponce, 1995).

Os principais problemas neste tipo de
empreendimento sdo: (1) o custo de produgdo é
relativamente alto, e (2) o valor biologico (qualidade,
estabilidade genética, etc.) das mudas
micropropagadas €, em certas condigQes, instavel
(Aitken-Christie, 1991).

Atualmente, a mao-de-obra representa de 50 a 75% do
custo de produgdo (Donnan, 1986; Rajeevan &
Pandey, 1986, Pachauri & Dhawan, 1989; Pierk,
1990). Na Europa, uma das possibilidades mais
simples para aumentar o balango economico da
produgado €, em curto prazo, pagar baixos salarios, ou
seja, transferir a produgdo comercial para paises em
desenvolvimento, onde o custo da mio-de-obra € mais
baixo. Outra possibilidade, em meédio e longo prazo,
sa0 movagdes tecnologicas atraves da automagdo e/ou
robotizacdo (Standaert de Metsenaere, 1991). Neste
caso, a racionalizagdo das fases de trabalho manuais
da micropropagagao pode reduzir a demanda por mao-
de-obra e, consequentemente, diminuir os custos de
produgdo (Fan & Kertesz, 1995).

Este trabalho apresenta o estagio atual da tecnologia
de mecanizagdo/automacao aplicados a propagagao in
vitro de espécies de interesse .

Tendéncias da mecanizagio na propagagio in
vitro em larga escala

A necessidade de minimizar custos na
micropropagagdo industrial fez com que os
pesquisadores desenvolvessem novas estratégias e
equipamentos bem como, introduzissem elementos
de automacgdo com tecnologia "high tech" os quais
estdo sendo aceitos para utilizagdo rotmeira (Aitken-
Christie, 1991).

Ha trés alternativas principais para o
desenvolvimento da  automagdo/mecanizagao
(Zandvoort & Holdgate, 1991; Aitken-Christie,
1991):

(1) automagdo/mecanizagdo dos procedimentos
rotineiros da micropropagagao (preparo de meios de
cultura, repicagem das culturas e aclimatagao das
plantas propagadas),

(2) desenvolvimento de novas tecnologias baseadas
na utilizacdo de sistemas de propagagdo em meio
liquido,
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(3) desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro
altemativos.

Automagdo das etapas dos métodos tradicionais
de cultura de tecidos

(i) Preparo, distribui¢do e dosagem do meio de
cultura: A automagdo das etapas de preparo,
distribui¢do e dosagem de meios de cultura € o
unico exemplo que encontra-se introduzido em
escala comercial.

O primeiro automato, para a distriibuigdo e
dosagem continua do meio de cultura, foi um
desenvolvimento hungaro, na primeira década de 80
(Fari, 1984; Fari, 1987). A capacidade do automato
CLONMATIC (distribuigdo e dosagem automatica)
¢ 720 VegBox (recipientes plasticos descartaveis
pré-esterilizados) por hora (Fari ef al, 1985; Balogh
et al, 1990). Esta linha de dosagem foi conjugada,
posteriormente, com uma autoclave automatica da
empresa holandesa PPS Ltd., com capacidade de
esterilizagdo de 50 litros por hora, controlada por
um microcomputador. Um sistema similar foi
desenvolvido pela Tasman Forestry Ltd., na Nova
Zelandia, consistindo, basicamente, em uma linha
continua de esterilizagdo do meio de cultura (Gleed,
1990).

(ii) Repicagem dos explantes axilares/nodais: Um
sistema mecanizado/automatizado de repicagem de
segmentos axilares foi projetado e produzido pela
primeira vez por Schonstein & Johnson (1986). Em
seguida, na Universidade de Waseda (Japao), Y.
Miwa (1987) foi um dos primeiros pesquisadores
que fizeram o plano de um robd para
micropropagagdo. Este modelo pioneiro tinha uma
capacidade moderada, com uma repicagem
automatica por minuto, sob condi¢des axénicas.
Dois anos apos, a Toshiba Company (Fujita, 1989)
desenvolveu um novo automato de
micropropagag¢do, o qual utilizava um robo para a
repicagem automatica, e um novo sistema mecanico
para o transporte dos segmentos e brotos repicados.
Este sistema esta baseado na digitalizagdo da figura
do explante através de um método de analise
tridimencional do objeto. Na Australia, também foi
patenteado um sistema parcialmente automatizado
para  repicagem (Brown, 1988). Em 1990,
Takayama descreveu, no Japdo, um sistema
totalmente automatizado para a repicagem dos
bulbilhos de Lilium sp., obtidos in vitro.
Atualmente, observa-se o aumento das pequisas
voltadas para a automagao das etapas de repicagem
dos segmentos nodais/axilares. Entretanto, até sua
aplicagdo comercial na micropropagagdo, €
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necessario aumentar a qualidade dos propagulos
repicados, reduzir os custos de investimento e
resolver os problemas de contaminagdes.

(iii) Transplantio das plantas obtidas in vitro para
o solo (aclimatagdo ex vitro): A tultima etapa de
clonagem é o transplantio e aclimatagdo das
plantas. Este assunto foi abordado com detalhe no
ABCTPNoticias No. 25.

Novas tecnologias baseadas na utilizacdo de
sistemas de propagac¢ido em meio liquido

(i) Sistemas de cultivo em meio liquido: A maior
parte dos trabalhos para a automagdo da
micropropagac¢do utiliza, pelo menos parcialmente,
as vantagens praticas do meio em fase liquida. As
abordagens tecnologicas e os aspectos tedricos
desta estratégia foram sumarizados por Zandwort
& Holdgate (1991), em comparagdo com o sistema
de cultivo em meio semi-solido. Maene & Debergh
(1985), Aitken-Christie & Jones (1987) e
Vandershaege & Debergh (1988) desenvolveram e
utilizaram sistemas parcialmente analogos. Por
exemplo, com a aplicagdo do sistema semi-
mecanico “shoot-hedging”, Aitken-Christie &
Davies (1988) conseguiram reduzir os custos de
produgdo em 30-40%, durante um periodo de teste
de 18 meses. Nos EUA, Tisserat & Vandercook
(1985) desenvolveram um outro sistema de
automagdo de dosagem do meio de cultura liquido,
controlado através de um microcomputador. Este
método permitiu uma economia de mdo de obra
cinco vezes menor do que o sistema tradicional.
Young et al. (1989) desenvolveram um novo
método para multiplicagdo das plantas sensiveis ao
meio de cultura liquido. Esta tecnologia se baseia
num copo especial flutuante, para manter os
propagulos na superficie do meio de cultura liquido,
permitindo o cultivo continuo de espécies sensiveis
a vitrificagdo. Outra estratégia para evitar a
vitrificagdo ¢é a utilizagdo de membranas
microporosas (Hamilton et al., 1985; Kong & Chin,
1988; Matsumoto & Yamaguchi, 1989). Para a
multiplicacdo de espécies dos géneros Nephrolepis,
Musa e Cordyline, Weathers et al. (1988)
desenvolveram o sistema “nutrient-mist”. Na
década de 80, surgiram as primeiras informagdes
sobre as investigagdes da utilizagdo de biorreatores
para multiplicagdo in vitro. Preil et al. (1990)
relataram o potencial e as dificuldades desta area
utilizando espécies de Euphorbia como modelo. No
Japdo, Takayama (1990) propagou com sucesso
espécies bulbiferas num outro tipo de biorreator.
Desta forma, parece que a propagagdo em

Pagina 3



biorreatores em escala industrial seria possivel num
futuro proximo, principalmente com espécies
bulbiferas e tuberosas como, por exemplo, Lilium
longiflorum, Solanum tuberosum, Gladiolus sp. e
Colocasia esculenta (Ziv, 1990).

Desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro
alternativos.

(i) Cultivo de meristemas axilares: Entre 1985 e
1988, a PB Ind. (Israel) desenvolveu o sistema
semi-automatico VITROMATIC para
multiplicagdo de meristemas axilares em meio
liquido (Levin, 1985, Levin er al, 1988). O
principio deste equipamento baseia-se num tanque
de multiplicagdo especial contendo um meio de
cultura liquido. Os meristemas axilares
multiplicam-se dentro deste tanque, passando, em
seguida, por um instrumento homogeneizador
automatico. Os explantes obtidos por meio deste
sistema s3o colocados automaticamente numa
matriz de cultivo, dentro de um recipiente especial,
para um proximo ciclo ou para emissdo de raizes. O
sistema VITROMATIC usa também retardantes de
crescimento para obter maior qualidade com um
material cada vez mais homogéneo (Ziv, 1989; Ziv,
1990).

(ii) Cultivo de segmentos nodais: Aitken-Christie
et al. (1988) e McCown et al. (1988) observaram
que no cultivo automatico de segmentos nodais em
meio liquido, ocorreu o desenvolvimento e a
multiplicagdo em niveis aceitaveis em Populus sp.,
entretanto, em Pinus radiata este método ndo foi
satisfatorio.

(iii) Embriogénese somatica e sementes artificiais:
Um dos aspectos mais importantes da utilizagdo da
embriogénese somatica, é a concepgdo de semente
artificial. Para fins de automagdo, € necessario
resolver muitos obstaculos fisiologicos, genéticos e
tecnologicos. Redenbaugh ef al. (1993) revisaram
os progresssos nesta area de conhecimento. Como
exemplo, podemos citar o desenvolvimento feito
pelo o grupo de pesquisa do Dr. W. Preil, na
Alemanha, demonstrando a  multiplicagdo
sincronizada dos embrides somaticos na cultura de
células de Euphorbia pulcherrima em grande
escala (Preil & Beck, 1991).

(iv) Cultivo e multiplicagdo in vitro de plantas em
ambiente que permita o  desenvolvimento
autotréfico. Kozai (1988) foi o pioneiro do
principio de que as plantas cultivadas in vitro tém
capacidade de assimilar CO, do ar atmosférico. De
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acordo com esta teoria, sob certas condigdes in
vitro tais como alta iluminagao e alta concentragdo
de CO,, dentre outras, ndo € necessario suplementar
o meio de cultura com fonte organica de carbono
para as necessidades heterotroficas. Este autor
relatou que, em Rosa sp. e Lycopersicum
esculentum, sob condigdes controladas é possivel
omitir a fonte de agucar do meio de cultura in vitro.

Sistema CLONER: Uma nova iniciativa de
racionaliza¢éo da bancada de micropropagacéo.

O laboratorio de cultura de células e tecidos do
Agricultural Biotechnological Center (ABC),
Godollo-Hungria, desenvolveu trabalhos com o
objetivo de reduzir os custos de mao-de-obra na
micropropagagao industrial. Durante os ultimos
cinco anos, estes trabalhos  enfocaram
principalmente o aperfeigoamento do processo de
manipulagio dos explantes, devido representar
cerca de 30-40% do custo total da mao-de-obra
(Standaert-de Metsenaere, 1991).

Os critérios para o desenvolvimento da bancada
foram: 1) reduzigdo eficiente da mao-de-obra na
preparagdo dos explantes através de um processo
simplificado; e 2) interagdo dos novos processos
com tecnologias atuais de micropropagagdo, sob
uma base razoavel.

Desta forma, o grupo do ABC desenvolveu a
bancada de micropropagagdao  racionalizada
CLONER, um simples e economico tipo de camara
de fluxo laminar (Fari & Kertész, 1995). O
CLONER ¢ constituido por duas inovagdes: a) um
dispositivo de inoculagdo estéril (die), e b) um
dispositivo de abertura e fechamento (daf) (Fari &
Kertész, 1993a; Fan & Kertész, 1993b). Este
sistema possui caracteristicas positivas pelos
critérios  biologicos e economicos, para a
micropropagagdo. Em escala piloto, o processo de
operagdo com o CLONER aumentou a velocidade
de repicagem, em Gerbera, de 3 para 8 explantes
por minuto. Este modelo foi recentemente instalado
no laboratorio de biotecnologia da EMBRAPA-
CPATSA, em colaboragdo com a CODEVASF
(Companhia de Desenvolvimento do Vale do Sao
Francisco), demonstrando grande praticidade nos
trabalhos de pesquisa e produgao, além de poder ser
adaptado aos sistemas tradicionais de capelas de
fluxo laminar. Desta forma, este modelo semi-
automatico de manipulacdo de explantes pode trazer
possibilidades consideraveis para 0
desenvolvimento futuro da micropropagagao.
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Introdugéo

Segundo dados do "FAO Production Yearbook
1993" a produgao mundial de batata-doce em 1993
atingiu um total de 124 milhdes de toneladas,

colocando esta hortaliga no 82 lugar entre todas as
espécies produtoras de alimento. No Brasil, ¢ a 32
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hortaliga mais plantada, com 58.199 ha, detendo o

49 lugar no montante produzido, com 603.347
toneladas colhidas (IBGE 1994).

E multipla a aplicabilidade da batata-doce, pela sua
utilizagdo na alimentagdo humana e animal em
forma in natura e industrializada, e,
potencialmente podera ser usada na produgdo de
biomassa para produgao de etanol e metano (Smith
e Frank 1984).

A batata-doce ¢ uma dicotiledonea, pertencente a
familia  Convolvulacea  cujo  orgdo  de
armazenamento ¢€ classificado como raiz tuberosa e
é a parte comestivel da planta. E uma espécie
hexaploide  (2n=6=90), apresentando  auto-
incompatibilidade (Hernandez e Miller 1964; Wang
1964) e também incompatibilidade cruzada entre
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