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Apresentacao

Grandes avancos tem sido obtidos na agricultura pelo melhoramento
genético de plantas, recentemente incrementado com o emprego da
biotecnologia vegetal, por meio de técnicas de biologia molecular e cultura
de células de tecidos.

No objetivo deste documento foram ministradas nocdes tedricas sobre as
técnicas de cultivo de tecidos vegetais e sua aplicacdo no melhoramento de
plantas.

Robério Ferreira dos Santos
Chefe Geral da Embrapa Algodao
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Curso de Cultivos de
Tecidos Vegetais

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Renato Wagner da Costa Rocha

Introducao

No ano de 2006, o Curso de Cultivo de Tecidos, em sua terceira edicao,
teve lugar na cidade de Campina Grande, PB.

O evento visou a capacitacao de estudantes de graduacao e pds-graduacao
em Agronomia, Biologia, Ciéncia Florestais e areas correlatas, das
Universidades locais, que atuarado futuramente no segmento
biotecnolégico, sejado ensino seja da pesquisa.

O evento foi composto de palestras que pretenderam divulgar a
importancia das técnicas de cultivo de tecidos no melhoramento e na
engenharia genética.

Os assuntos que foram abordados foram histérico e conceitos basicos de
cultura de tecidos vegetais, apresentacao de videos, organizacao e
seguranca de um laboratério de cultura de tecidos, fatores que influem no
éxito do cultivo de tecidos e sua aplicacao no melhoramento, visita ao
laboratério e transferéncia de plantas a condicdes ex vitro.

As aulas foram ministradas para duas turmas, uma das 7h30 as 11h30 e
outra das 13h30 as 17h30.
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Programacao
04/12/06 — Segunda-feira
Ta. Turma:
7h30 - 8h00: Recepcao e entrega de material
8h00 - 9h30: Aula - Histoérico do cultivo de tecidos vegetais
9h30 - 10h00: Intervalo para o café
10h00 - 11h00: Aula - Conceitos basicos de cultura de tecidos vegetais

11h00 - 11h30: Apresentacao do video institucional

2a. Turma:

13h30 - 14h00: Recepcao e entrega de material

14h00 - 15h30: Aula - Histérico do cultivo de tecidos vegetais

15h30 - 16h00: Intervalo para o café

16h00 - 17h00: Aula - Conceitos basicos de cultura de tecidos vegetais

17h00 - 17h30: Apresentacao do video institucional

05/12/06 - Terca-feira

Ta. Turma:

7h30 - 9h00: Aula - Organizacdo de um laboratério de cultura de tecidos
9h00 - 9h30: Intervalo para o café

9h30 - 11h30: Aula - Seguranca de um laboratério de cultura de tecidos

2a. Turma:
13h30 -15h00: Aula - Organizacdo de um laboratério de cultura de tecidos
15h00 -15h30: Intervalo para o café

15h30 - 17h30: Aula - Seguranca de um laboratério de cultura de tecidos
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06/12/06 — Quarta-feira

1a. Turma:

7h30 - 9h30: Aula - Fatores que influem no éxito do cultivo de tecidos
9h30 - 10h00: Intervalo para o café

10h00 - 11h30: Aula - Aplicacdo do cultivo de tecidos no melhoramento
de plantas

2a. Turma:

13h30 - 15h30: Aula - Fatores que influem no éxito do cultivo de tecidos
15h30 - 16h00: Intervalo para o café

16h00 - 17h30: Aula - Aplicacéo do cultivo de tecidos no melhoramento
de plantas

07/12/06 — Quinta-feira

1a. Turma:

7h30 - 9h30: Aula - Visita ao Laboratério de cultivo de tecidos

9h30 - 10h00: Intervalo para o café

10h00 - 10h30: Aula: Transferén cia das plantas a condicdes ex vitro
10h30 - 11h00 — Apresentacao do video Praticas de Laboratério

11h00 - 11h30 - Encerramento

2a. Turma:

13h30 - 15h30: Visita ao Laboratério de cultivo de tecidos

15h30 - 16h00: Intervalo para o café

16h00 - 16h30: Aula: Transferén cia das plantas a condicdes ex vitro
16h30 - 17h00 — Apresentacao do video Praticas de Laboratério

17h00 - 17h30 - Encerramento

13
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Resumo das Aulas Ministradas

Histérico do Cultivo de Tecidos Vegetais

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Pesquisadora da Embrapa Algodao
E-mail:julita@cnpa.embrapa.br

A cultura de tecidos vegetais é uma técnica de surgimento recente, pois os
primeiros passos foram dados ja no inicio do século XX. Entre os pioneiros
nos cultivos in vitro, citados por Pasqual et al. (1997), destacamos
Hanning (1904), que foi o primeiro a cultivar embrides imaturos de
cruciferas in vitro com sucesso; Van Overbeck e colaboradores (1941), que
promoveram a diferenciacao e o crescimento de calo a partir de embrides
zig6tico de Datura stramonium pela inclusao de leite de coco no meio de
cultura; Ball (1946), que regenerou plantas de Lupinus e Tropaeolum a
partir de apices caulinares.

Os maiores avancos foram notados a partir da segunda metade do século
XX.

A partir da descoberta dos hormonios auxina e citocinina, houve grande
avanco no estudo da cultura de tecidos vegetais. Skoog e Miller (1957)
demonstraram arazao auxina/citocinina e sua importancia na emissao de
raizes ou brotacao.

Em 1960, Cocking fez o primeiro isolamento de protoplastos a partir de
material in vitro.

Em 1965, Aghion-Prat induziu a floracao in vitro em tecido de fumo.

Zaenen e colaboradores (1975) descobriram que o plasmideo Ti é o
principal indutor de tumores de Agrobacterium — uma bacteria de grande
importancia na transformacao genética em protoplastos vegetais.
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Os primeiros passos da engenharia genética em plantas foram
caracterizados pela demonstracao da integracdao do DNA plasmidial em
células de fumo (CHILTON et al., 1977).

Em 1985, Horsch e colaboradores obtiveram a infeccao e a transformacao
genética em discos foliares com Agrobcterium, bem como a regeneracao
das plantas transformadas.

De 1985 a 2000, houve grandes avancos no estabelecimento de protocolos
de regeneracao in vitro de células ou tecidos transformados de muitas
espécies, inclusive de algodao.

15
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Conceitos Basicos de Cultura de Tecidos Vegetais

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Pesquisadora da Embrapa Algodao
E-mail:julita@cnpa.embrapa.br

A cultura de tecidos, como qualquer outra &rea do comnhecimento,
apresenta uma grande quantidade de termos e conceitos bdsicos, os quais
devem ser bem conhecidos por que trabalha ou deseja trabalhar na area. A
seguir destacamos alguns conceitos e uso mais frequente na cultura de
tecidos vegetais, dentre os ministrados no curso:

Auxinas — Reguladores de crescimento vegetal que causam alongamento
celular, dominancia apical, enraizamento e outros fen6menos.

Biotecnologia — E a intervencdo do homem no desenvolvimento de
métodos e assim criar novas formas de vida que por meio da natureza
seria impossivel surgir.

Calo — Aglomerado de células nao organizadas, irregularmente
diferenciadas, que se multiplicam desordenadamente e se desenvolvem a
partir de tecidos vegetais normalmente em resposta a injuria fisica ou
quimica.

Citocinina — Regulador de crescimento vegetal que causa divisao celular,
diferenciacao celular e de brotos, quebra de dorméncia aplical e outros
fenébmenos.

Clonagem — Ato de se obter novas culturas através de subcultivos, ou de
se inserir um gene especifico ou uma seqiiéncia de DNA em uma molécula
vetora.

Diferenciacdo — Série de modificacOes relativamente permanentes e
irreversiveis que ocorrrem em células meristematicas e resultam em
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distincdes entre os tipos de células de um organismo.

Embriogénese — Processo de iniciacao e desenvolvimento de um embriado,
que pode ser sexual (embrido zigético, embriogénese propriamente dita) ou
assexual (embrido somatico, embriogénese somatica).

Embriédes — Estrutura semelhante ao embriao zigético, porém, originaria de
uma célula somatica.

Explante — Segmento de tecidos ou 6rgao vegetal usado para iniciar um
cultura in vitro

Gene marcador — Gene que expresssa caracteristicas bem notérias e que
permite estabelecer a sua presenca no genoma e facilta a deteccao de
eventos de recombinacao.

Inducdo — Remocao do agente de repressao permitindo a iniciacdo de um
processo

In vitro — Referente a fendbmenos que ocorre em vidro, sob condicées
de laboratério, em meio de cultura e em condicdes assépticas.

Micropropagacdo — Propagacao in vitro, propagacao vegetativa ou cultura
de tecido propriamente dita

Protoplasto — Célula desprovida de parede celular
Somaclone — Propagacao clonal de células somaticas
Subcultura — Ato de transferir uma porcao de cultura para um novo meio

Totipoténcia — Capacidade de células individuais expressarem o fenétipo da
planta completa da qual foram derivadas.

Zigoto — Células dipléides resultantes da fusao de gametas.

17
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Organizacdo de Um Laboratério de Cultura de Tecidos

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Pesquisadora da Embrapa Algodao
E-mail:julita@cnpa.embrapa.br

Nesta aula foram abordados os requistos necessarios a organizacao de um
laboratério de cultivo de tecidos.

Um laboratério de culturas de tecidos nao deve ser localizado em ambiente
sujeito a poeira e a corrente de ventos ou préoximo a fontes potenciais de
microorganismo ou de contaminacao quimica (CARVALHO, 2002).

Sua montagem e organizacao dependem dos objetivos a que se propoe.
Um laboratério de pesquisa como o da Embrapa Algodao pode ser pequeno,
porém deve ser muito especializado.

As dependéncias do laboratério devem estar no mesmo nivel, de facil
acesso, uma vez que as atividades tipicas de cultura de tecidos requer uma
movimentacao freqlente entre as diferentes areas. Dessa forma, a
distribuicao das dependécias do laboratério deve ser funcional, facilitando o
deslocamento de pessoal e materiais.

As salas de preparacao de meio, transferéncia e de crescimento, bem
como camaras frias devem ser isoladas e com circulacdo controlada,
principalmente de pessoas estranhas ao servico. A localizacao de salas e o
espaco disponivel dependerao da natureza do trabalho e preferéncia
pessoal. Os tipos de sal e seus tamanhos estardao em funcao da operacao e
do tipo de planta a ser propagada.

Em regides onde ocorrem frequentes quedas de energia elétrica, é
recomendavel que se tenha um gerador de energia para fornecer
eletricidade em uma emergéncia, principalmente considerando o controle
de temperatura nas salas de crescimento, camaras frias e iluminacao.
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Seguranca de um Laboratério de Cultura de Tecidos

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Pesquisadora da Embrapa Algodao
E-mail:julita@cnpa.embrapa.br

Segundo a Declaracao dos Direitos Humanos, todo homem tem direiro a
vida. E preciso que nos preocupemos com a nossa seguranca no ambiente
de trabalho e, quando se trabalha em um laboratério, é preciso que se
conhecam os riscos a que se esta exposto e como melhorar suas condicoes
de seguranca (http://www.unb.br).

Para conscientizar os participante do curso sobre os riscos que se correm
nos laboratérios, abordaram-se varios tépicos, dos quais, sao arrolados os
seguintes: 1) Por que os acidentes acontecem?, 2) Tipos de acidentes, 3)
Seguranca nos laboratérios, 4) Seguranca de ordem pessoal, 5) Seguranca
referente ao laboratério, 6) Uso de materiais de vidro, 7) Uso de chamas, 8)
Uso de capelas, 9) Uso de equipamentos elétricos, 10) Uso de estufas.
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Fatores que Influem no Exito do Cultivo de Tecidos

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Pesquisadora da Embrapa Algodao
E-mail:julita@cnpa.embrapa.br

Cultivo de tecido vegetal consiste no crescimento e multiplicacao de
células, tecidos, 6rgaos ou parte de érgaos de uma sobre um meio nutritivo
e em condicOes assépticas.

O cultivo in vitro baseia-se principalmente no aproveitamento da
totipoténcia das células vegetais, ou seja, na capacidade da célula produzir
6érgaos como brotos e/ou raizes, embrides somaticos, que regeneram uma
planta completa num meio de cultivo favoravel.

Os cultivos de tecido podem iniciar de qualquer parte da planta: gemas,
raizes, folhas, diferentes tecidos, células isoladas, protoplastos, sementes,
embrides zigoticos, anteras e poélen etc. A escolha de um ou de outro
explante dependerd dos objetivos desejados, da disponibilidade do material
vegetal e da capacidade de resposta do material.

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 mediante a adicdo ao meio de cultivo de
substancias de diversas naturezas, tais como: reguladores de crescimento,
concentracao de determinados nutrientes e condicao de iluminacao e
temperatura

Os fatores que influem no éxito do cultivo de culturas de tecidos sao:

e origem e tipo do material vegetal — talvez o fator mais importante,
e composicao do meio de cultivo,

e assepsia do laboratério,

e treinamento do operador,

e condicOes de incubacao.
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Aplicacao do Cultivo de Tecidos no Melhoramento de
Plantas

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Pesquisadora da Embrapa Algodao
E-mail:julita@cnpa.embrapa.br

Vérias sdo as aplicacOes das técnicas de cultivo de tecidos, a comecar pela
clonagem, seu lado mais visivel, seguida pela cultura de células (suspensoes
celulares em meio liquido), tecidos e 6rgaos para fins praticos, producao de
metabdlitos secundarios em biorreatores, geracao de variantes
somaclonais, microenxertia, tecnologia dos protoplastos, etc.

Um dos esteios basicos da chamada biologia molecular de plantas
(engenharia genética) depende, em grande extensao, de estratégias e
técnicas utilizadas em biologia celular.

Entre as muitas técnicas de cultivo de tecidos vegetais utilizadas para
acalerar os programas de melhoramento genético de plantas, citamos:

e conservacao e avaliacdo germoplasma,

e multiplicacao de gendtipo,

¢ varialidade genética,

e introgressao genética,

¢ hibridacao somatica a partir da fusao de protoplastos,

e obtencao de plantas hapléides a partir da cultura de anteras,
e obtencao de plantas livres de virus

® micropropagacao.



22

Curso de Cultivos de Tecidos Vegetais

Transferéncia das Plantas a Condicdes Ex Vitro
Aclimatizacao

Julita Maria Frota Chagas
Carvalho

Pesquisadora da Embrapa Algodao
E-mail:julita@cnpa.embrapa.br

A aclimatizacao ou aclimatacao é um dos processsos indispensaveis para
a obtencao de uma planta propagada por meio de biotecnologia. Consiste
num conjunto de técnicas que visam adaptar as plantas a um meio
ambiente muito diferente daquele onde ele foi formada, delimitado por
um tipo especial de recipiente, sendo mais comumente usado o tubo de
ensaio.

Dentro deste recipiente, sdo criadas condicdes ambientais peculiares no
que se refere ao substrato composto de ar, 4gua e luminosidade, entre
outros. Varios estudos e pesquisas tém sido realizados no sentido de
ameniza o impacto sofrido pela planta no momento da transferéncia do
laboratério para o local definitivo, o solo.
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Consideracdes gerais

O cultivo de tecidos é uma ferramenta importante para auxiliar o
melhoramento e a engenharia genética.

Grande avanco tem sido obtido na agricultura pelo melhoramento genético
de plantas, recentemente incrementado com o emprego da biologia vegetal.

Este curso prop0s-se a ministrar nocoes tedricas sobre as técnicas de
cultivo de tecidos vegetais e seu emprego no melhoramento de plantas.
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