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APRESENTACAO

E reconhecido por todos que a biotecnologia ja € o grande
paradigma da atual e a base do futuro da agricultura e assim da
prépria humanidade. Uma das ferramentas da biotecnologia é sem
davida a micropropagacdo que envolve a obtencdo de embridides,
via embriogénese somética que tanto podem ser utilizados a nivel
comercial, como j& é feito com varias culturas, especialmente
fruteiras, como os casos da bananeira e do abacaxizeiro, bem como
para auxiliar no melhoramento genético de plantas, reduzindo o tempo
para a obtencdo de cultivares de melhor desempenho global. Com
este trabalho, a Embrapa Algodao, via a pesquisadora Julita Maria
Frota Chagas Carvalho, coloca a disposi¢cao da sociedade, em especial
as pessoas ligadas a agricultura, informacdes sobre técnicas
disponiveis de micropropagacéo.

Napoledo Esberard de Macédo Beltréo
Chefe Geral da Embrapa Algodéo



TECNICAS DE MICROPROPAGACAO

Julita Maria Frota Chagas Carvalho'

1. INTRODUCAO

Biotecnologia é o conjunto de técnicas especificas para
a modificacdo e melhoria dos sistemas biolégicos, ou seja,
plantas, animais, microrganismos, células em cultivo ou
produtos derivados, (Pasqual et al., 1997).

Muitos desses processos ja tém sido utilizados pela
humanidade hé milénios, para a producdo, por exemplo, de
pdes, queijos, bebidas fermentadas, como vinhos e cervejas
ou, ainda, soros, vacinas, antibioticos etc.

A Biotecnologia moderna inclui metodologias avancadas
de genética, biologia molecular e cultura de células e tecidos
para selecdo, engenharia genética e clonagem de espécies e
variedades biol6gicas, além de processo fermentativo para fins
produtivos.

A Biotecnologia permite que seja realizada a introgresséo
de qualquer gene caracterizado, sem levar em consideracéo
as usuais barreiras biolégicas (Altman, 1995). Atualmente, os
pesquisadores que utilizam a biotecnologia eliminaram as
barreiras biolégicas normais, criando plantas transgénicas.

! Pesquisadora da Embrapa Algodao, CP 174 - CEP 58107-720, Campina Grande,
PB



2. CULTIVO DE TECIDO VEGETAL

O cultivo de tecido vegetal teve inicio nos anos 30, mas
sé logrou maior impulso nos anos 70, com o crescente
interesse, tanto na aplicagcdo a nivel comercial
(micropropagag¢ao) como para auxiliar nos programas de
Melhoramento genético (Ammirato et al., 1984).

O cultivo de tecidos e células vegetais é uma parte da
Biotecnologia que, na atualidade, tem rapida evolucado. A
velocidade com que tem alcancando novos conhecimentos
torna dificil apresentar uma sintese concisa e completa dessas
técnicas.

Por cultivo in vitro entende-se o conjunto de técnicas e
de metodologias que permitem o crescimento e a multiplicacao
de células, tecidos, 6rgdos ou partes de 6rgdos de uma planta
(explante) sobre um meio nutritivo e em condicdes assépticas.
Utilizam-se recipientes mais ou menos herméticos e o cultivo
se realiza sob condicdes ambientais de iluminacéo e
 temperatura controladas. Esta técnica se baseia principalmente
no aproveitamento da totipoténcia das células vegetais, ou
seja, na capacidade de produzir 6rgéos, como brotos e/ou raizes
(organogénese) ou embrides somaticos que regeneram uma
planta completa (embriogénese somatica) num meio de cultivo
favoravel.

Diante do exposto, a técnica de cultivo /in vitro apresenta
grande potencialidade, sendo possivel a obtencdo de novos
genétipos, de linhas celulares e de hibridos que, de outra
maneira, nao poderiam ser obtidos na natureza por causa das
barreiras reprodutivas na hibridacdo sexual.

As técnicas da engenharia genética estdo amplamente
baseadas no cultivo de tecidos, pois a transformacé&o requer
que se possa cultivar, in vitro, protoplastos, células e tecidos
da planta que se deseja transformar e que, das células e tecidos
transformados, se possa regenerar plantas (Gyves, 1994).



Os cultivos de tecidos vegetais podem ser iniciados com
qualquer parte da planta: gemas, raizes, folhas, células
isoladas, protoplastos (célula sem parede celular) semente,
embrides zigbéticos, antera etc. A escolha de um ou de outro
explante dependerd dos objetivos desejados e da
disponibilidade e capacidade de resposta do material vegetal.

Qualquer técnica de cultivo in vitro tem como fim
primario dirigir o crescimento e o desenvolvimento do explante
manipulado em seu redor. Este controle se exerce, basicamente,
mediante a adicdo de substancias de diversas naturezas,
principalmente reguladores de crescimento, ao meio de cultivo,
como também variando a concentracdo de determinados
nutrientes e, também, através do controle das condigbes de
iluminacdo e temperatura.

Uma planta in vitro é heterotréfica. Em qualquer caso
pode-se dizer que no cultivo /n vitro necessita-se: agua, macro
e micronutrientes e acucar como fonte de carbono (Pierik,
1988).

2.1. Uso mais Freqgiiente do Cultivo de Tecidos
2.1.1. Micropropagacéo

Micropropagacdo ou propagacédo vegetativa in vitro é
utilizada principalmente naquelas plantas de dificil propagacao
pelos métodos convencionais, permitindo a obtencao de grande
nimero de plantas sadias e geneticamente uniformes, em curto
periodo de tempo. Atualmente, a maiof concentracao da
atividade de micropropagacéo reside na limpeza clonal e na
producdo de mudas de espécies ornamentais herbaceas e
arbustivas (Bajaj, 1993).

A micropropagacdo pode ser conduzida através de:
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2.1.1.1. Proliferacdao de Gemas Axilares

Gemas axilares sdo estimuladas a crescer, formando
tufos de brotos que sao divididos, dando origem a novos
explantes.

2.1.1.2. Inducdo de Gemas Adventicias por Organogénese
Direta ou Indireta

Formacao de gemas em locais ndo convencionais, tanto
diretamente de tecidos com potencial morfogenético, quanto
indiretamente, através da formacao de calos. Entende-se por
calo, um aglomerado de células desorganizadas, formadas por
células diferenciadas e nao diferenciadas, que se dividem de
forma ativa e que geralmente se originam em zonas com injurias
guimicas ou fisicas (Bajaj, 1989).

2.1.1.3. Embriogénese Somatica

Consiste na formacdao de embrides somaticos
(embridides) a partir de tecidos somaticos, com constituicao
idéntica a da planta-méae, a n2o ser nos casos em que ocorre
a embriogénese por via indireta, passando pela formacao de
calos, quando poderéa ocorrer variabilidade genética. Para que
ocorra embriogénese somatica as células diferenciadas devem
ser primeiro desdiferénciadas, (desprogramac&o génica) para
ser determinada como células embriogénicas depois da divisdo
celular, (Pasqual et al., 1997). A inducao de embriogénese é
muito dificil se ndo impossivel no caso de muitas espécies
vegetais.

Os embriéides podem ser utilizados tanto na continuacao
da propagacao /n vitro quanto na producdo de sementes
sintéticas.
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2.1.1.3.1. Embriogénese Direta

Os embridides sdo originados diretamente do explante.
A ocorréncia de embriogénese direta tem sido registrada em
tecidos gametéficos, esporofiticos e em tecidos que se
originaram em funcdo da fertilizacdo dos gametas. Este
fendmeno ocorre com maior probabilidade em microporos
dentro da antera e tecidos de partes do ovario, incluindo as
paredes do ovéario ou carpelos, évulo, embrido zigotico ou
plantulas jovens (Bajaj, 1992a)

2.1.1.3.2. Embriogénese Indireta

Os embridides sdo produzidos a partir de calo. A
verdadeira embriogénese indireta requer que as células
diferenciadas de um explante sejam induzidas a dividir
calos ndo diferenciados e, entdo, algumas células se
tornam comprometidas ou pré-determinadas em uma rota
embriogénica (Bajai, 1992b).

Os embrides somaticos podem ser distinguidos de
brotos adventicios por serem bipolares, possuindo
primdrdios radiculares e foliares, axis e cotilédones e nao
tém conexdo vascular com o tecido paternal. Por outro
lado, gemas axilares ou adventicias podem induzir a
formacdo de condutos procambiais no tecido maternal.
Esses condutos na planta intacta estabelecem uma
conexdo entre broto novo e o sistema vascular da planta-
mae. Diferentes dos meristemas, que originam brotos e
raizes separadamente, esses embrides quase sempre se
originam superficiaimente sobre calos e se desprendem
facilmente. Os embridides sdo formados a partir de células
caracteristicamente meristematicas e, portanto, diferentes
das usuais células vacuoladas parenquimatosas encontradas
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em calos e em culturas em suspens3o; elas possuem citoplasma
denso, nucleo grande e muitos grdos de amido (Bajaj, 1991).

As formas dos embrides somaticos correspondentes as
distintas fases de desenvolvimento s&o: pré-embridide, coracdo,
torpedo e cotiledonar (Figura 1).
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Figura 1. Formas dos embrides somaticos nas diferentes fases de
desenvolvimento (a- pré-embridide b- coracéo; c- torpedo;
d- cotiledonar).
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2.1.2. Cultivo de Meristemas

Nos dltimos anos, o cultivo de meristema, em algumas
culturas, tem ganhado certa importancia, por ser utilizado para
se obter tecidos para a transformacao por agentes como
Agrobacterium (Gould et al., 1991). Os meristemas sio tecidos
vegetais formados por grupos de células ndo diferenciadas
(células com algumas caracteristicas e funcdo nao especificas)
gue se caracterizam por sua alta atividade de divisdo e sdo
responsaveis pelo crescimento dos distintos 6rgdos da planta
(Deberge & Zimmerman, 1991).

O cultivo de meristema é utilizado para limpeza de
viroses, baseando-se no principio de que esta parte da planta
é a Unica nao infectada por virus, devido a velocidade de
multiplicacdo celular e a auséncia de um sistema vascular por
onde os virus pudessem ser disseminados.

2.1.3. Cultivo de Protoplastos

Protoplasto € uma célula cuja parede foi removida por
acao enzimatica. O cultivo de protoplastos é utilizado para se
obter hibridos somaticos e plantas transgénicas. A fusio de
protoplastos de cultivares, espécies ou géneros diferentes é
induzida por varios produtos e métodos. O polietileno-glicol
(PEG) é o produto mais usado para inducio da fusdo obtendo-
se, desta forma, o hibrido somatico (Pasqual et al.,1997).

2.1.4. Cultivo de Célula Isolada ou Massa de Tecido Desor-
ganizado

O cultivo de célula isolada ou massa de tecido
desorganizado (calo) é uma alternativa para a obtencéo e
selecdo de plantas resistentes a condicdes adversas (fungo,
bactéria, herbicidas etc.) e distintos tipos de explantes para
produzir compostos de interesse (Ammirato et al., 1984)
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2.1.5. Cultivo de Embrides Zig6ticos ou Embrides Imaturos

O cultivo de embrides zigéticos ou embrides imaturos é
usado para obtencdo de hibridos entre diferentes espécies,
tornando possivel, a certas cultivares, a transferéncia de genes
desejaveis.

Para obtencdo de hibridos interespecificos ou
intergenéricos através do melhoramento convencional é
necessario ser conduzido sucessivas geracdes de
retrocruzamento com parental receptor, no sentido de
introgredir a caracteristica selvagem no parental recorrente e
recuperar a performance da espécie comercial; entretanto, este
método é limitado em certas espécies, por barreiras de origem
biética: os cruzamentos sdo incompativeis ou ocorre a
formacdo do zigoto, porém ele é abortivo. Uma alternativa
usada para contornar o problema implica na excisdo do embrido
imaturo e no seu posterior desenvolvimento /in vitro.

2.1.6. Cultivo de Anteras

Através do cultivo de anteras podem ser conseguidas
plantas que sdo clones de células que possuem uma s6 cépia
da dotacdo cromossdmica (Ammirato et al., 1990). As plantas
hapléides assim obtidas sdo estéreis e ndao formam sementes;
entretanto, pode-se conseguir plantas dipléides homozigéticas,
mediante tratamento com colchicina, um produto que duplica
cromossomos de células.

2.2. Fatores que Influem no Exito do Cultivo de Tecido
2.2.1. Origem e Tipo do Material Vegetal
E, talvez, o fator mais importante. Cada espécie ou

variedade comporta-se de maneira diferente e tem grande
influéncia a idade da planta e suas condi¢gdes prévias no campo,






