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RESUMO

A cultura de tecidos vegetais, também chamada de micropropagacéo in vitro, se baseia
na técnica de propagar plantas a partir de células, tecidos ou 6rgdos vegetais em tubos de
ensaio ou similares de vidro. Esta técnica de propagacdo tem ganhado lugar de destaque entre
as técnicas de biotecnologia relacionadas aos cultivos vegetais por permitir, entre outros, a
melhoria na qualidade de mudas ofertadas. Entretanto, um dos maiores problemas
relacionados a cultura de tecidos € a existéncia de diversos fatores, sejam eles bidticos ou
abioticos, preponderantes para o0 sucesso ou o fracasso da técnica em escala comercial. Dentre
estes fatores citam-se a origem do explante, a assepsia no processo, 0 meio nutritivo utilizado,
a qualidade da luz fornecida, a temperatura de cultivo, bem como a possibilidade de
ocorréncia de oxidacdes fendlicas, vitrificacbes e contaminacbes do material. Em funcéo
destes aspectos de extrema importancia na cultura de tecidos, esta revisdo objetivou a
investigagcdo destes fatores, bem como dos trabalhos desenvolvidos sobre 0s mesmos,
trazendo resultados e perspectivas para a melhoria do processo produtivo de mudas
micropropagadas. Esta investigacdo demonstrou que apesar de serem cruciais para 0 Sucesso
dos cultivos in vitro, estes fatores sdo passiveis de controle em funcdo de sua adequacgdo de
acordo com as espécies trabalhadas, bem como dos métodos empregados no cultivo, o que
tem reduzido significativamente as perdas no processo produtivo de mudas, além de

potencializar a utilizacdo e expansdo desta técnica em escala comercial.

Palavras-chaves: Cultura de tecidos. Micropropagacao. Producdo de mudas. Biotecnologia.



ABSTRACT

Plant tissue culture, also called in vitro micropropagation, is based on the art of
propagating plants, tissues or plant organs in test tubes or similar glass tubes. This technique
of advertising has gained a prominent place among the biotechnology techniques related to
vegetable crops, since it allows, among others, an improvement in the quality of seedlings
offered. There are many other factors, such as biotic or abiotic, preponderant to the success or
failure of the technique on a commercial scale. Among these factors, the middle of the energy
production, a culture temperature, as well as a possibility of occurrence of phenolic
oxidations, vitrifications and contaminations of the material. Regarding product development
projects, such as the projects developed on them, bringing results and perspectives to the
process of production of micropropagated seedlings. This is a demonstrated demonstration
that it is a success of in vitro cultures, these factors are controllable due to their suitability
according to the areas worked, as well as the methods used in cultivation, which has
significantly reduced as non-process losses production of seedlings, in addition to enhancing

the use and expansion of this technique on a commercial scale.

Key words: Tissue culture. Micropropagation. Seedling production. Biotechnology.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, com a expansdo e diversidade de tecnologias voltadas ao setor
agricola, tem-se buscado o aperfeicoamento de técnicas em todo o setor produtivo voltado
ao campo, desde a producdo de sementes, passando pelo manejo adequado de cada cultura
trabalhada, até a disponibilizacdo do produto ao consumidor, atendendo a todos os critérios
de qualidade e custo esperados pelo mesmo (MARTINS, 2017).

Sob essa perspectiva, nas ultimas décadas tem-se notado um aumento significativo
no uso de técnicas de propagacao mais elaboradas, seja em campo ou em meio laboratorial,
visando sempre a melhoria da qualidade das mudas ofertadas. Com isso, uma das técnicas
utilizadas que ganhando destaque, € a cultura de tecidos vegetais in vitro, ou como €
comumente chamada, micropropagacdo in vitro, que consiste na técnica de propagar
plantas dentro de tubos de ensaios ou similares de vidro, sob adequadas condi¢des de
assepsia, nutricdo e fatores ambientais como luz, temperatura, O, e CO2 (CID, 2014).

Essa técnica tem sido utilizada, principalmente, para espécies que apresentam
dificil manejo de propagacao vegetativa, como € o caso de muitas espécies florestais, que
possuem sementes com elevado indice de dorméncia, além de apresentarem dificil
propagacao por meio de partes vegetativas, como caules, apresentam longo periodo de
cultivo (WENDLING, 2003). Outro uso comum da cultura de tecidos vegetais tem como
finalidade a melhoria na qualidade de mudas ofertadas, tanto em seus aspectos
morfologicos quanto em seus aspectos sanitarios. Além disso, a cultura de tecidos tem
conquistado destacada posicdo na recuperacdo de plantas livres de virus e de outros
agentes causadores de doengas, como cita Junghans et al. (2013).

Em suma, a micropropagacao in vitro pode ser usada em qualquer espécie vegetal,
entretanto, sua aplicacdo esta diretamente relacionada a espécie que se pretende trabalhar,
uma vez que, em fungdo de caracteres intrinsecos de cada espécie, faz-se necessaria a
realizacdo de estudos voltados a escolha do melhor método de micropropagagéo a ser
utilizado, bem como a adequacdo das técnicas referentes ao cultivo in vitro, objetivando
desta forma, a potencializagdo dos processos envolvidos (GEORGE et al., 2008).

Apesar de ser caracterizada como uma técnica de uso crescente dentro da
biotecnologia voltada a agricultura, sabe-se que esta pode ser influenciada por diversos

fatores bidticos e abidticos, desde a escolha da planta matriz até os processos finais de
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aclimatagdo, que podem contribuir tanto para 0 sucesso quanto para o fracasso da
micropropagacdo (CARVALHO & VIDAL, 2003).

Dentro deste contexto esta revisdo bibliografica objetiva explanar sobre os
principais fatores bioticos e abioticos que podem afetar as técnicas de micropropagacao in
vitro, demonstrando resultados a partir da anélise de trabalhos realizados por diversos
autores, a fim de contribuir e auxiliar em pesquisas a partir da divulgacdo detalhada e

consubstanciada dos trabalhos disponiveis.
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2 MICROPROPAGACAO IN VITRO

A micropropagacdo in vitro, enquanto técnica biotecnologica aplicada a producao
vegetal, tem permitido a obtencdo de mudas de plantas que apresentam dificil
multiplicacdo pelos métodos convencionais, originando plantas sadias e geneticamente
uniformes, em um periodo de tempo reduzido (CARVALHO & VIDAL, 2003).

O cultivo de partes de plantas, também chamadas de explantes, em meio de cultura
adequado e asséptico, sob condicbes ideais de temperatura, umidade, fotoperiodo e
irradiancia, controladas em sala de crescimento, permite o cultivo de células, tecidos e
6rgdos por meio de diferentes técnicas de micropropagacdo (FUZITANI & NOMURA,
2004).

De acordo com Scagliusi (2008), a micropropagacdo baseia-se na caracteristica
fundamental de células vegetais chamada de totipoténcia, isto ¢, “a capacidade que a célula
vegetal possui de se organizar em um novo individuo, mantendo a informacdo genética
necessaria, sem haver recombinacdo génica, dando origem a uma nova planta”. Esta
caracteristica permite, portanto, o desenvolvimento de diversas técnicas que possibilitem a
regeneracdo de plantas, cujo potencial estd intimamente relacionado ao tipo de planta, ao
6rgdo utilizado e ao estagio de desenvolvimento do mesmo (FUZITANI & NOMURA,
2004).

Dentre as técnicas mais usuais na cultura de tecidos pode-se citar a proliferacdo de
gemas axilares, que se baseia na proliferacdo de gemas pré-formadas na planta matriz, as
quais séo excisadas e inoculadas em meio de cultivo, a partir do qual seréo induzidas a
estimulos in vitro que permitirdo o desenvolvimento destas gemas, possibilitando uma alta
fidelidade genética do material de origem (XAVIER & OTONI, 2009).

Outra técnica amplamente utilizada nos laboratérios comerciais de cultura de
tecidos é a organogénese, que induz a formacdo de gemas adventicias a partir dos tecidos
vegetais que apresentam potencial morfogenético na planta in vivo, podendo ser direta
guando forma gemas direto no tecido inoculado, ou indireta quando o processo de
regeneracdo de gemas é precedido pela formag&o de calos no tecido vegetal (CARVALHO
et al., 2006).

A embriogénese somatica é uma técnica de micropropagacdo através da qual, ,
“células somaticas se desenvolvem e formam estruturas semelhantes a embrides zigoticos

com uma série de estddios embrioldgicos caracteristicos, sem fusdo de gametas”, podendo
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ocorrer de forma direta quando os embrides sdo formados diretamente no tecido vegetal
inoculado, ou indireta quando ocorre a inducdo da formacdo de calos embriogénicos do
tecido, onde posteriormente serdo formados os embrides zigdticos (CARVALHO et al.,
2006)

Dentre outras técnicas envolvendo a cultura de tecidos pode-se citar o cultivo de
meristemas, o cultivo de protoplastos, o cultivo de anteras, cultivo de embrides zigoticos
ou imaturos e o cultivo de células isoladas ou massa de tecido desorganizado. Apesar de
serem técnicas mais elaboradas e complexas tém grande utilizacdo quando se pretende
fazer a purificacdo da planta matriz, alem de permitir sua aplicacdo recorrente em
programas de melhoramento genético (CARVALHO & VIDAL, 2003).

A escolha da técnica utilizada para o processo de micropropagacdo de plantas
constitui-se, portanto, em um fator primordial no sucesso de um procedimento. Entretanto,
apesar de extremamente importante, as técnicas aplicadas aos cultivos in vitro estdo
sujeitas a diversos outros fatores, que podem influenciar toda a cadeia produtiva de mudas
micropropagadas, tanto biéticos, tais como o tipo de explante, a possibilidade de
ocorréncia de contaminac@es, processos de oxidacao e vitrificagdo, quanto abidticos, como
0 meio de cultivo e seus constituintes, os fatores fisicos da sala de crescimento, entre
outros (ANDRADE, 2002).
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3 FATORES QUE AFETAM A MICROPROPAGACAO

3.1 SELECAO DE EXPLANTES

A micropropagacao vegetativa de uma planta, de acordo com Vasil e Hidelbrant
(1965), sO é possivel a partir da utilizacdo de alguma parte especifica da planta que se
pretende perpetuar. Esta parte especifica é chamada de explante, podendo ser um segmento
de tecido ou 6rgdo, como fragmentos de raizes, hipocotilos, epicétilos, cotilédones, caules
flores, folhas, entre outros (TORRES et al, 2000). A regeneracdo e obten¢do de uma nova
planta a partir do cultivo destes segmentos, sdo possiveis gracas a capacidade
morfogenética e totipotencial das células vegetais (VASIL; HILDERBRANT, 1965).

Em algumas espécies, como por exemplo, no maracujad (Passiflora spp.), sdo
relatados alguns trabalhos realizados utilizando-se diferentes tipos de explantes, como
segmentos nodais e internodais (KANTHARAJAH e DODD, 1990; DREW, 1991; FARIA
e SEGURA 1997); gemas apicais (SCORZA e JANICK, 1980; DREW, 1991; FARIA e
SEGURA, 1997; JUNGHANS et al., 2002), protoplastos (DORNELAS, 1994; OTONI et
al., 1996); primordios de brotos (KAWATA et al., 1995) e discos foliares (MONTEIRO-
HARA, 2000).

Para tanto, a escolha do tipo de explante que sera utilizado deve estar intimamente
relacionada a espécie que se pretende micropropagar, bem como a disponibilidade de
material vegetativo, o nivel de contaminacdo, a juvenilidade do tecido e até mesmo a
estacdo do ano em que estes serdo coletados (CID, 2014). Entretanto, outros fatores podem
influenciar o estabelecimento destes explantes no meio de cultivo, como o seu
requerimento nutricional, que pode variar em funcdo do explante escolhido, o nivel de
diferenciagéo celular e a viabilidade do explante (PIERIK, 1990; CID, 2014).

3.2 ASSEPSIA DE EQUIPAMENTOS E MATERIAL VEGETAL

O sucesso da micropropagacdo além de estar relacionado com a qualidade do
explante e da técnica utilizada, se relaciona também a assepsia do material vegetal, bem
como dos equipamentos utilizados do decorrer do processo, buscando-se eliminar e
prevenir a ocorréncia de contaminagdes microbianas que sdo prejudiciais no
estabelecimento do cultivo in vitro (LEIFERT et al., 1994; SILVA et al., 2003). Segundo
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Souza et al. (2006) contaminacdes exdgenas sdo passiveis de serem controladas quando
sdo provocadas por fungos e bactérias, entretanto, quando de origem endogena, geralmente
ocasionadas por virus e organismos endofiticos, as contaminacGes podem ser limitantes na
micropropagacao, envolvendo perdas de tempo, recursos e material genético.

Comumente a assepsia dos equipamentos que devem ser utilizados no processo de
micropropagacdo é feita baseando-se em protocolos laboratoriais preestabelecidos. De
acordo com Cid (2014), o procedimento de assepsia da camara de fluxo laminar pode ser
realizado com alcool 70%, enquanto pingas e bisturis utilizados devem ser imersos em
alcool 95% e posteriormente flambados. J& a vidraria que serd utilizada, bem como o
papel-filtro e alguns outros materiais devem ser, antes de todo o processo, esterilizados em
autoclave por 20 minutos, a 121°C, em uma pressdo de uma atmosfera.

A desinfestacdo e/ou assepsia dos explantes ou material vegetal destinado ao
cultivo in vitro pode ser realizado a partir de métodos protocolados, ou em alguns casos
deve ser realizada a determinacdo do método ideal de desinfestacdo, uma vez que a abrasdo
provocada pelo desinfetante no tecido ou 6rgdo pode ser severa prejudicando a sua
regeneracdo in vitro (CID & ZIMMERMANN, 2006). A assepsia de explantes é relatada
por varios autores, através da utilizacdo de produtos quimicos como hipoclorito de sédio
(PEREIRA et al, 2009) e utilizagdo, em alguns casos, de antibioticos no meio de cultura
(PEREIRA et al., 2009; ERIG; SCHUCH, 2003; TANPRASERT & REED, 1998; REED et
al., 1998).

Segundo Kaneco & Morohashi (1998), os hipocloritos tém sido utilizados no
processo de desinfestacdo, devido ao fato de serem oxidantes enérgicos e permitirem sua
facil remocdo através de lavagem. Além disso, estes sdo citados como estimulantes da
germinagdo, por sua capacidade de estimular a atividade da a-amilase ou por promover a
quebra de dorméncia.

Em uma pesquisa realizada por Pereira et al. (2010) trabalhando com diferentes
concentracdes de hipoclorito de sddio na desinfestacdo e estabelecimento de explantes de
bananeira “Grande Naine”, foi observado que explantes desinfestados com NaClO a 2,0%
de cloro ativo ndo apresentaram nenhum tipo de contaminacdo, enquanto nos tratamentos
com decréscimo da concentracdo de cloro ativo do desinfetante apresentaram maiores
porcentagens de contaminacdo do meio de cultivo.

Diniz et al. (2008), estudaram o potencial de desinfestacdo de hipoclorito de calcio,

hipoclorito de sodio, ambos a 2%, e alcool 70% em explantes de Spathiphyllum wallisi,
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sob diferentes tempos de imersdo dos mesmos, e verificaram através deste trabalho que,
para a espécie estudada, o tratamento envolvendo a imersdo dos explantes em &lcool 70%
seguida de imersdo em hipoclorito de calcio apresentou a maior eficiéncia de
desinfestacdo, com 73% de explantes livres de contaminagdo. Entretanto, o uso isolado do
hipoclorito de célcio apresentou a menor eficiéncia de desinfestacéo.

Outro importante trabalho relacionado & ocorréncia de contaminagdes microbianas
no meio de cultivo foi desenvolvido por Aradjo et al. (2012), em que testaram a utilizacéo
de eritromicina, ampicilina e cloranfenicol no meio de cultivo de Myrciaria dubia. De
acordo com os resultados obtidos pelos autores supracitados, a suplementagdo do meio de
cultivo com o antibiético ampicilina mostrou-se eficiente no controle de contaminacgdes
bacterianas, mesmo em baixas concentracdes. Entretanto, tanto a eritromicina quanto o
cloranfenicol se mostraram fitotdxicos ao estabelecimento dos explantes.

Com base nestes resultados, pode-se observar que a escolha e utilizagcdo do método
de assepsia se fundamentam na sua capacidade desinfetante e em sua capacidade de
permitir o estabelecimento dos explantes, o que muitas vezes requer testes para aferir seu

potencial de utilizac&o.

3.3 MEIO NUTRITIVO

Na cultura de tecidos vegetais in vitro, como visto, quando se trabalha com um
explante de qualidade elevada e sua inoculacao é feita sob condi¢fes assépticas rigorosas, a
possibilidade do sucesso no estabelecimento das plantulas é grande, entretanto, outro fator
pode influenciar a eficiéncia de seu desenvolvimento, sendo este 0 meio nutritivo no qual o
tecido ou Orgdo vegetal serd inoculado (CARVALHO & VIDAL, 2003). Além de
desempenhar papel no suporte e/ou sustentacdo do explante, o meio de cultivo é
fundamental para suprir 0s nutrientes, organicos e inorganicos, necessarios para a
sobrevivéncia e desenvolvimento do mesmo, seja este liquefeito ou solidificado com agar
ou outra substancia que o substitua (CARVALHO, 1996).

A composi¢do do meio nutritivo a ser utilizado pode ser varidvel em funcdo da
espéecie que se pretende trabalhar e em funcdo dos objetivos que se pretende atingir na
micropropagacdo. No entanto, assim como o estabelecimento vegetal em campo requer um
adequado suprimento de minerais no solo para favorecer o seu desenvolvimento, 0s

cultivos in vitro exigem a presenga e balanco de macro e micronutrientes no meio de
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cultivo (CID, 2014). A escolha do meio pode ser feita levando-se em conta protocolos ja
estabelecidos, como o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), WPM (LLOYD;
McCOWN, 1980), B5 (GAMBORG et al., 1968), e o SP (CID, 2005), ou pode-se fazer a
adequacao do meio por meio de tentativa e erro, visando sempre a obtencdo de um meio
que melhor atenda as exigéncias nutricionais da espécie inoculada.

Golle et al. (2012), testaram o efeito dos meios MS, 2 MS e WPM no
desenvolvimento de diferentes tipos de explantes de Eugenia involucrata e perceberam que
0s meios nutritivos influenciaram o enraizamento da espécie de maneira diferenciada,
sendo que 0 meio %2 MS apresentou maior formacédo de raizes e 0 MS menor formagéo, e o
WPM se mostrou intermediario entre os dois, 0 que segundo os autores pode estar ligado a
relacdo C/N, que no meio ¥ MS passou por uma reducdo no nitrogénio no meio e
manutencdo das fontes de carboidratos, favorecendo desta forma o processo de
enraizamento.

Radmann et al. (2009), estudando a influéncia dos meios de cultivo MS, MS¥:N,
QL e WPM e do tipo de explante na micropropagacdo do porta-enxerto de Prunus sp.,
verificaram que o numero de brotacdes por explante foi maior para 0s meios QL e MS, no
entanto, para a porcentagem de crescimento das brotacdes os meios QL e WPM se
mostraram mais eficientes. Estes resultados corroboram para a afirmativa feita acima de
que a escolha do meio esta diretamente relacionada ao objetivo do cultivo in vitro, uma vez
que escolha de um meio em detrimento de outro pode favorecer ou ndo o melhor
desenvolvimento de uma variavel especifica.

Além de macro e micronutrientes presentes nos meios de cultivos vistos acima,
outros constituintes do meio sdo de extrema importancia, podendo sua utilizacdo ser
obrigatdria ou facultativa para o sucesso do cultivo, como a sacarose, vitaminas, inositol,

horménios, agar, entre outros que poderao ser vistos em sequéncia.

3.3.1 Sacarose

O nivel ou concentracdo de sacarose no meio de cultivo é um importante fator
atuante no desenvolvimento adequado dos explantes, visto que, em decorréncia da
limitacdo da fotossintese na sala de crescimento a planta ndo é capaz de sintetizar

fotoassimilados que supram as exigéncias para seu desenvolvimento in vitro (CID, 2014).
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A sacarose é, portanto, a fonte de energia mais comumente utilizada nos meios nutritivos,
permitindo as mais altas taxas de crescimento, na maioria das culturas.

Apesar de ser considerada como de importancia primaria no cultivo in vitro, devido
ser um substrato de crescimento e influenciar o ciclo celular e processos de diferenciacao
(VAZ, 1998), o uso de concentragOes elevadas de sacarose no meio de cultivo pode
ocasionar reducdes nas taxas fotossintéticas in vitro, uma vez que o excesso de carboidrato
reduz o estimulo da plantula a produzir fotoassimilados necessarios para sua sobrevivéncia
(DIGNART, 2006). Em resposta a ma formagdo da clorofila e do ‘maquinario’
fotossintético, muitas das plantulas cultivadas in vitro sob elevadas concentracbes de
sacarose tendem a nao resistir a etapa de aclimatacdo, reduzindo assim o nimero de mudas
viaveis para o transplantio (DIGNART, 2006). As concentra¢des utilizadas giram em torno
de 2% a 4%, sendo gque concentracfes menores podem ocasionar a clorose das folhas, e
concentracfes maiores podem resultar em problemas de excessivo potencial osmético do
meio, gerando assim a deterioracdo das plantulas (DIGNART, 2006).

Maldaner et al. (2014), analisando o efeito de concentracdes de sacarose na
morfogénese de Desmodium incanum observaram que estas diferentes concentracdes nao
foram capazes de alterar a altura das brotacdes, tampouco o numero de raizes formadas.
Entretanto, concentragBes muito elevadas de sacarose foram responsaveis por promover
uma reducdo no numero de brotacbes e de folhas formadas, enquanto as menores
concentracdes levaram a resultados totalmente inversos. Estes resultados puderam ser
também observados em um estudo realizado por Junior et al. (2012) em que testaram a
influéncia de diferentes concentragdes de sacarose no cultivo de Cattleya loddigesii e
obtiveram uma maior média para nimero de folhas com concentraces moderadas do
carboidrato, enquanto a auséncia do mesmo e suas elevadas concentragfes ocasionaram
reducdo de raizes e folhas.

Jesus (2011), trabalhando com café arébica, avaliou o efeito das concentracBes de
sacarose no cultivo de embribes de frutos in vitro juntamente com diferentes estadios de
maturacdo dos frutos, e concluiu que, apesar de ocorrer a germinagdo dos embribes em
100% dos tratamentos avaliados e a interacdo ter sido significativa entre os fatores, as
melhores respostas foram obtidas em concentracbes medianas de sacarose, uma vez que a
auséncia ou a presenca de baixas concentracdes da fonte de carbono no meio, ocasionam a

atrofia das plantulas, enquanto concentragdes relativamente altas resultam no aumento do
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potencial osmotico do meio, o que interfere na absorcao de sais a partir do estabelecimento
do gradiente de concentragéo entre a planta e 0 meio.

3.3.2 Vitaminas e aminoacidos

Na micropropagacdo in vitro a presenca de vitaminas no meio de cultivo é muito
importante, pois elas influenciam o crescimento e a morfogénese das plantulas cultivadas
nestes meios, devido ao fato destas substancias serem requeridas como catalisadores
metabolicos em muitos processos enzimaticos na célula vegetal (GEORGE, 1993), e em
alguns casos, segundo Canhoto (2010), a auséncia de algumas delas pode ser um fator
limitante da morfogénese.

As vitaminas mais comumente encontradas nos meios de cultivo sdo aquelas
pertencentes ao complexo B, que sdo hidrossollveis. Dentre elas pode-se citar a tiamina
em concentracdes de 0,1 a 10 mg L™, niacina ou &cido nicotinico e piridoxina nas
concentragdes de 0,1 a 1 mg L (Torres et al., 2001). Além destas, o mio-inositol é
considerado uma vitamina do complexo B importante nos meios de cultura, por retardar a
senescéncia das plantas, devido a sua provavel interacdo com as auxinas e citocininas
(CANHOTO, 2010).

De acordo com Canhoto (2010), apesar das plantas serem capazes de sintetizar
compostos organicos nitrogenados a partir de nitratos e aménia, a adicdo de aminoacidos,
como glicina, triptofano e fenilalanina, tem sido por vezes observada nos meios de cultivo,
principalmente por favorecer a proliferacdo celular e a regeneracao in vitro.

Em um trabalho desenvolvido por Silva (2003), ao estudar o efeito de diferentes
concentracdes de meio Knudson e vitaminas do meio MS no cultivo de orquideas do
género Brassiocattleya e Laeliocattleya, observou influéncia significativa das
concentracOes de vitaminas do meio MS para as varidveis nimero de brotos, nimero de
folhas, nimero de raizes e comprimento médio radicular. Segundo os resultados obtidos no
trabalho, concentragfes de vitaminas superiores a 104,8% promoveram uma melhor
resposta para 0 nimero de brotos, além de promoverem o crescimento do explante, sendo
esta a sua principal funcdo. Ja para o numero de folhas, percebeu-se que o aumento
gradativo da concentracdo de vitaminas do meio MS reduziu a emissdo de folhas novas,
entretanto aumentou a quantidade de raizes formadas e influenciou beneficamente o

tamanho médio destas raizes.
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Villa et al. (2008), verificando o efeito de diferentes concentracdes de glicina e
inositol no meio de cultivo in vitro de amoreira-preta (Rubus sp.) e videira (Vittis spp.),
observaram que estas concentracfes influenciaram o numero de folhas das plantulas de
amoreira-preta, sendo que o aumento das concentracdes de inositol possibilitou 0 aumento
no nimero de folhas, atingindo o seu maior ndmero na concentragdo de 400 mg L* de
inositol na auséncia de glicina. J& nas plantulas de videira observou-se que o numero de
folhas aumentou gradativamente com o aumento das concentracdes de glicina, enquanto

gue com o aumento das concentracdes de inositol o numero de folhas foi diminuindo.

3.3.3 Hormoénios

De acordo com Cid (2014), “os hormodnios sdo biomoléculas produzidas pela
planta, cuja finalidade é induzir respostas fisiologicas, tais como a inducdo de raizes,
inducdo de brotos, alongamento de entrends, entre outros”. Estas biomoléculas estdo
intimamente envolvidas no sucesso obtido com a regeneragdo de plantas in vitro, pois elas
atuam na regulacéo dos mecanismos de desenvolvimento das plantas (CANHOTO, 2010).

Os denominados horménios sdo substancias endogenas essencialmente produzidos
nos tecidos vegetais, podendo ou ndo atuarem no tecido onde foram produzidos. Quando
estes ndo atuam in loco, eles sdo transportados até o tecido onde desempenhardo o seu
papel fundamental. Entretanto, quando se trabalha com substancias exdgenas e sintéticas
que desempenham papel analogo ao dos hormonios nos tecidos vegetais, estas sdo
denominadas de reguladores de crescimento (CANHOTO, 2010).

Estes reguladores de crescimento quando adicionados ao meio de cultivo induzem
respostas fisiolégicas aos explantes, promovendo entdo o seu desenvolvimento in vitro.
Dentre os reguladores de crescimento mais usuais na cultura de tecido pode-se citar as
auxinas e citocininas, e em alguns casos faz-se uso de giberelinas, etileno e acido abscisico
(FURTADO; 2009), os quais serdo descritos mais detalhadamente adiante. A
suplementacdo do meio de cultivo com reguladores de crescimento é feita necessariamente
para suprir a falta de teores de horménios endégenos, uma vez que o explante se encontra
desligado da planta matriz e, por consequéncia, do tecido de producdo destes hormdnios
(BORGATTO & HAYASHI, 2002).
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3.3.3.1 Auxinas

As auxinas sdo hormdnios vegetais que necessariamente estdo envolvidos no
crescimento vegetal, e na cultura de tecidos a utilizacdo de reguladores de crescimentos
com funcdo anéloga a das auxinas estimula a inducdo de calos a partir de um explante e
também o enraizamento a partir de brotos (CID, 2014). Ao nivel da planta como um todo,
as auxinas estdo relacionadas ao fototropismo, ao geotropismo, a dominancia apical e a
iniciacdo e alongacdo radicular (CASTRO et al. 2005). Sua atuacdo esta normalmente
associada a outros hormdnios como a citocinina e o etileno, estimulando o alongamento
celular e consequentemente 0 aumento do volume da célula através da ativagdo de um
mecanismo quimiosmético que promove a extrusdo de protons, e com isso a acidificacao
do apoplasto e ativacdo de expansinas associadas ao alongamento da parede celular
(CANHOTO, 2010).

As formas mais comuns de reguladores de crescimento andlogos a auxina
adicionados aos meios de cultura sdo os acidos indolacético (AlA), idolbutirico (AIB),
naftalenoacético (ANA), o 2,4 — diclorofenoxiacético (2,4-D) e o &cido 4-amino-3,5,6-
tricloro-picolinico (Picloram), além de outros que podem atuar com posi¢cdo ambigua de
auxina e citocinina, como o Tidiazuron ou TDZ (CID, 2014; CANHOTO, 2010;). As
respostas promovidas pela adicdo destes reguladores de crescimento ao meio de cultivo
podem ser as mais diversas possiveis, levando-se em conta o tipo de auxina utilizada, bem
como suas concentracdes e periodos de avaliacdo dos explantes e/ou plantulas.

Radmann et al. (2002), avaliaram o efeito de diferentes concentragGes de trés tipos
auxinas (AlA, AIB, ANA) no enraizamento in vitro de porta-enxerto de macieira tanto na
presenca quanto na auséncia de luz, e evidenciaram a importancia da utilizacdo de auxinas
para inducdo de raizes adventicias nos explantes testados. De acordo com seus resultados,
sob condi¢bes de escuro as maiores porcentagens de formacgdo de raizes foram nas
concentracdes mais altas avaliadas de AIA (20, 50, 100 uM). Avaliando-se os cultivos
tratados com AIB e ANA, observou-se que as maiores porcentagens de raizes foram
obtidas a partir da utilizacdo de menores concentragdes destes reguladores de crescimento.
Sendo que o0 aumento das concentracdes de AIB e ANA podem ocasionar fitotoxidade aos
explantes, devido ao fato destes compostas ndo sofrerem a fotooxidagdo sob condicbes de
escuro. A ndo ocorréncia da fotooxidacdo induz, portanto, a formacgéo de calos na base dos

explantes e diminuicdo do desenvolvimento da parte aérea.
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Em um trabalho realizado por Ferreira et al. (2001), estudando o desenvolvimento
de calos em explantes de cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) em funcdo da
concentracdo de auxinas em meio de cultivo liquido suplementado ou ndo com agua de
coco, foi observado que a utilizacdo de diferentes concentracdes de 2,4-D induziu a
formacdo de calos em segmentos de eixos embrionarios da espécie estudada,
principalmente na regido do hipocoétilo, no entanto, nas maiores concentrages pode-se
observar que estas podem anular a formacéo do embrido. Nos testes realizados a partir de
segmentos cotiledonares, observou-se a formacdo de calos sob menores concentracfes do
2,4-D, enquanto 0 aumento destas concentracfes induziu a formacgdo de uma massa calosa
esbranquicada que posteriormente sofreu escurecimento em tratamentos suplementados
com agua de coco, cuja combinacdo pode suprimir a formacéo de calos embriogénicos.

Souto et al. (2010), a partir da observacdo dos efeitos do acido naftalenoacético
(ANA) no desenvolvimento in vitro de Cattleya bicolor, perceberam que aos 180 dias de
cultivo nas concentragdes de 0,5 e 2 mg.L? foram obtidas as melhores médias para o
nimero de folhas formadas, enquanto na concentracio de 0,25 mg.L* além da reducéo no
nimero médio de folhas percebeu-se a inibicdo no desenvolvimento de raizes nos
explantes, refletindo uma fase em que as plantas ainda estdo se adaptando as condicdes de
cultivo in vitro. Entretanto, quando avaliadas aos 360 dias verificou-se melhores médias
para a formacdo de raizes e folhas nas concentracbes de 0,5 e 1 mg L de ANA,
respectivamente, demonstrando resultado de um metabolismo de crescimento mais
ajustado.

Além da influéncia das auxinas sobre os pardmetros biométricos das plantas, Ori
(2006), estudando a sua influéncia sobre o teor de carboidratos sollveis, amido e proteina
total soldvel em Phalaenopsis amabilis percebeu que a utilizacdo de diferentes
concentracdes das auxinas 2,4-D, AIB e ANA nos meios de cultivo in vitro podem
influenciar significativamente na sintese e acimulo de produtos bioguimicos em funcgéo do
periodo ao qual os explantes estdo submetidos aos tratamentos. Percebeu-se que todos os
tratamentos suplementados com os reguladores de crescimento demonstraram padrées
semelhantes, sendo que aos 30 dias ocorreu o aumento dos teores enddgenos de
carboidratos solGveis em decorréncia do aumento na concentragdo de auxinas e aos 120
dias ocorreu a diminuicdo destes teores nas folhas, conforme o aumento da concentragéo e

em funcdo da data de coleta. Comportamento semelhante pode ser observado nos teores de
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amido das folhas, sendo que aos 30 dias ndo diferiram da testemunha, mas demonstraram
diminuicdo dos 30 para os 120 dias em todos 0s tratamentos.

3.3.3.2 Citocininas

As citocininas, bem como as auxinas, constituem a classe de reguladores de
crescimento mais usuais na cultura de tecidos vegetais. As citocininas desempenham
importante papel no crescimento inicial de gemas laterais, durante o processo de
morfogénese por estar diretamente envolvida no processo de divisdo celular (SOARES,
2008; CID, 2014). De maneira geral, sdo encontradas em maiores concentracfes em
regibes meristematicas, no entanto, o principal sitio de biossintese dessa substancia é no
meristema apical da raiz, de onde é transportado pelo xilema para a parte aérea da planta
(CASTRO et al., 2005).

Em termos fisioldgicos as citocininas além de estarem envolvidas na diviséo celular
e formacdo de 6rgdos, atuam na germinacdo de sementes, iniciacdo de crescimento
radicular, desenvolvimento de gemas e brotacdes, retardamento de senescéncia e estimulo
da translocagdo de nutriente e substancias organicas e no movimento estomatico
(CASTRO et al., 2005).

Além disso, alguns trabalhos tém demonstrado a influéncia das citocininas na
diferenciacdo de tecidos fotossintetizantes, o que promove uma melhoria do aparato
fotossintético pelo maior acimulo de clorofila e enzimas fotossintéticas (TAIZ & ZEIGER,
2004).

Durante o processo de ontogenia das folhas, quando associadas com auxinas, as
citocininas regulam a divisao celular das mesmas. Na fase inicial do processo a atividade
citicininica é maior, o que promove uma maior divisdo celular e, portanto, divisdo de
cloroplastos, bem como a formacdo de membranas e sintese de proteinas. Apés essa fase a
atividade das citocininas é reduzida dando espaco a atuagdo das auxinas que promovem
estimulo ao alongamento das células mesofilicas (CHERNYAD’EV, 2000).

Na cultura de tecidos in vitro, devido ao seu efeito na dominancia apical, as
citocininas sdo amplamente utilizadas para promover o desenvolvimento de meristemas
axilares. Sua associagdo com auxinas pode também promover a formacédo de calos, além de
meristemas adventicios, podendo até induzir a formacdo de embrides somaticos
dependendo do balan¢o hormonal promovido (CANHOTO, 2010).
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Dentre os principais reguladores de crescimento com funcdo anéloga a fungédo das
citocininas utilizados na cultura de tecidos vegetais estdo a cinetina (CIN), a 6-
Benzilaminopurina (BAP) e o tidiazuron (CID, 2014), e sua utilizagdo esta intimamente
relacionada a finalidade do meio de cultivo utilizado como se observa em diversos
trabalhos j& realizados.

Em um trabalho desenvolvido por Souza et al. (2017), avaliando o efeito de
diferentes combinacGes de citocininas no cultivo in vitro de pimenteira-do-reino
observaram que no meio de cultivo suplementado com 2,0 uM de BAP e 0,2 mg.L* de
AlA obteve-se 0s melhores resultados quantitativos tanto para proliferacdo de nimero de
brotos quanto para a 0 nimero de gemas, apresentando em média 2,62 brotos e 3,62 gemas
por explante, respectivamente. No meio suplementado com 5 pM de TDZ e 0,2 mg.L* de
AIlA foram obtidas em média 3,44 gemas/explante, ndo diferindo estatisticamente do meio
anterior. Ainda de acordo com os autores todos os explantes apresentaram a formacao de
uma massa de calos em suas bases, justificando sua formacdo devido ao balanco
intermediario entre citocininas e auxinas.

Oliveira et al. (2007), avaliando o efeito das citocininas 6-benzilaminopurina
(BAP), tidiazuron (TDZ), cinetina (CIN) e zeatina (ZEA) na concentracdo de 1 mg.L™? na
senescéncia e absciséo foliar durante o cultivo in vitro de Annona glabra, observaram que
apos 45 dias de cultivo os meios suplementados com CIN e ZEA promoveram um maior
acumulo de clorofila a e b nos explantes mesmo apds serem mantidos em condicGes de
escuro, os resultados obtidos nestes tratamentos foram superiores aos tratamentos com
TDZ, BAP e sem adicdo de citocinina. Observou-se também que o teor de carotenoides
totais foi afetado positivamente pela presenca de citocinina no meio de cultura durante a
inducdo de senescéncia foliar, sendo que os meios suplementados com ZEA e CIN
promoveram 0s maiores valores, enquanto 0os meios com TDZ, BAP e sem adicdo de
citocininas apresentaram baixos valores e foram estatisticamente iguais entre si.

Soares (2008), avaliando a influéncia de citocininas nos aspectos anatdbmicos no
cultivo in vitro de mangabeira (Hancornia speciosa), observou que a adi¢do de citocininas
no meio de cultura propiciou um incremento da proliferacdo de brotos, sendo que as
maiores médias observadas foram para os meios suplementados com BAP e CIN,
respectivamente, enquanto o TDZ ocasionou a menor proliferacdo de brotos, 0s quais se
apresentaram malformados, com caules retorcidos e folhas atipicas, durante todo o cultivo.

Entretanto, durante a fase de enraizamento foi observado que as plantulas advindas de
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meios de cultura ausentes em citocininas apresentaram melhor formacgdo de raizes, isso
porque, de acordo com os autores, plantulas cultivadas sob elevadas concentragdes de
citocininas podem apresentar efeitos residuais destas, chegando a ser necessarios até seis
subcultivos em meios de cultura suplementado com carvao ativado a fim de se eliminar
completamente o efeito inibitério deste regulador de crescimento sobre a formacdo de
raizes.

Carvalho et al (2005), trabalhando com segmentos de hipocétilo e nds cotiledonares
de Bixa orellana L. sob diferentes condicbes de meio nutritivo, observaram que na
auséncia de fitorreguladores os segmentos de hipocdétilo apresentaram menores médias
para inducdo de brotacdes adventicias, demonstrando a necessidade de se incorporar
fitorreguladores ao meio de cultivo. No entanto, nos meios suplementados com
fitorreguladores AIA (acido indolacético) e ZEA (zeatina) ocorreu uma melhor resposta na
inducdo de brotacdes adventicias a partir de segmentos de hipocétilo de urucum, devido ao
balango hormonal promovido no meio de cultivo. J& os nds cotiledonares aumentaram o
comprimento de brotacdes axilares sob crescentes concentracbes de ZEA, além de nao
estimular a calogénese, diferentemente do meio suplementado com BAP

(benzilamenopurina).

3.3.3.3 Giberelinas

As giberelinas sdo hormonios geralmente relacionados ao crescimento caulinar de
plantas ¢ com a produgdo de a-amilase em sementes de gramineas (CID, 2014). Nas
plantas, de acordo com Castro et al. (2005), as giberelinas determinam importantes
alteracdes fisioldgicas como crescimento de plantas, reversdo de nanismo genético,
lancamento da inflorescéncia e florescimento, mobilizacdo de reservas, efeitos na
germinacdo e dorméncia de sementes, e por isso, sdo sintetizadas em regifes de
crescimento, sementes em germinacdo, frutos imaturos e apices caulinares e radiculares
(RODRIGUES, 2010).

Na cultura de tecidos a utilizagéo das giberelinas é mais limitada do que as auxinas
e citocininas, entretanto, varios trabalhos tém buscado avaliar o seu efeito no alongamento
de explantes, na germinacgdo de sementes e na quebra de dorméncia de embrides somaticos
no cultivo in vitro, através da utilizagdo, principalmente do acido giberélico (AGs), que € 0

regulador de crescimento com funcéo analoga a das giberelinas (CANHOTO, 2010).
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SimoOes et al. (2012), em um estudo buscando avaliar o efeito de diferentes
concentragdes (0; 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0 mg.L™Y) do &cido giberélico no alongamento de
plantulas de pimenta longa (Piper hispidinervum) durante a micropropagacao, observaram
que a presenca do AGz no meio de cultura promoveu uma redugdo significativa no nimero
de folhas nos explantes até a concentragio de 3,0 mg.L?, sendo que em concentragBes
superiores a formacdo de folhas foi normalizada. Foi constatado também, neste trabalho,
que até a concentracdo 1,0 mg.L™? de AGs o crescimento da parte aérea foi influenciado
positivamente, entretanto acima desta concentracdo percebeu-se o efeito inibitério sobre
esta variavel, que passou a ser reestabelecido a partir da concentragdo 3,0 mg.L2, na qual
foi observado um menor desenvolvimento radicular, tal qual os demais tratamentos com
presenca do regulador de crescimento, justificando uma estratégia de redirecionamento de
gasto de energia e fotoassimilados.

Em um trabalho desenvolvido por Braun et al. (2010), onde avaliaram a germinagéo
in vitro de sementes de beterraba tratadas com AGs em diferentes concentragdes de
sacarose observaram gque a maior porcentagem de germinacéo foi obtida no tratamento no
qual as sementes passaram por um processo de embebicdo em AGs (1 mg.L?) e
posteriormente foram inoculadas em um meio de cultura com 15 g.L? de sacarose. Em
contrapartida nos tratamentos nos quais ndo se procedeu a embebicdo das sementes foi
constatada a reducdo da porcentagem de germinacdo com o aumento gradual das
concentracdes de sacarose, 0 que se justifica pelo aumento da pressdo osmatica ocasionada
pela sacarose no meio de cultura. Apesar de influenciar a taxa de germinagdo, pode-se
perceber que a embebicdo das sementes no &cido giberélico ndo influenciou o vigor das
plantulas obtidas.

Soares et al. (2012), avaliando a germinacdo assimbidtica de Dendrobium nobile
sob diferentes concentracGes de acido giberélico, observaram que tanto a porcentagem de
germinacao quanto o nimero de plantulas foram afetados significativamente, sendo que os
melhores resultados foram obtidos na auséncia do regulador de crescimento. Entretanto, ao
avaliar o desenvolvimento das plantulas, os dados biométricos foram influenciados
significativamente pelos tratamentos, exceto o diametro de pseudobulbos, sendo que na
concentracéo de 2,9 mg.L* foi obtido o maior nimero de folhas, e na concentragio de 3,2
mg.L? pode-se observar maiores nimeros de pseudobulbos. Para nimero de raizes a
melhor concentragdo foi 3,3 mg.L™* de GAs, maiores alturas foram encontradas na

concentracéo de 2,8 mg.L* e a maior massa fresca pode ser observada na concentragdo de
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3,5 mg.LL. Estes resultados demonstram que apesar de a embebicdo em &cido giberélico
ter ocasionado a reducdo na porcentagem de germinacéo, este procedimento beneficiou o
posterior desenvolvimento das plantulas in vitro.

Outro uso bastante comum para o &cido giberélico na cultura de tecidos vegetais € a
germinagdo de embriBes zigoticos. Chagas et al. (2005), avaliaram o cultivo de embrides
imaturos de citros sob diferentes concentrages de carvio ativado (0; 0,5; 1;1,5e2gL ) e
de é&cido giberélico (0; 0,01; 0,1; 1 e 10 mg.L?), e observaram que os maiores
comprimentos de parte aérea foram encontrados em meios suplementados com 0,1; 1 e 10
mg.L? de GAs juntamente com 2 g.L ™ de carvéo ativado, e a ndo adicdo de giberelina
apresentou o menor valor para esta variavel, confirmando a sua influéncia sobre o
alongamento de plantas. Ja o maior comprimento radicular pode ser observado com a
utilizagdo de 0,01 mg.L™ de GAs, na auséncia de carvdo ativado, enquanto nos demais
tratamentos percebeu-se acdo inibitoria para formacdo de raizes. Quando avaliaram a
massa fresca das plantulas, obtiveram melhores resultados na concentragdo de 10 mg.L*

combinada com 0,5 ou 1,5 g.L"* de carvéo ativado.

3.3.3.4 Etileno

O etileno € um horménio de carater gasoso e pode promover diferentes efeitos no
crescimento e diferenciacdo das plantas. Pode ser encontrado na maioria dos 6rgaos de
plantas superiores e também em alguns frutos e pode ser sintetizado nos tecidos vegetais
em resposta a condi¢des de estresse (CASTRO et al., 2005). Além disso, o etileno pode
estar envolvido na quebra de dorméncia de algumas sementes, alongamento de plantas
aquaticas, diferenciacdo de pelos radiculares, promoc¢do de floracdo em bromeliaceas,
amadurecimento de frutos e pode também atuar em mecanismos de defesa das plantas
(CANHOTO, 2010).

Na cultura de tecidos a utilizacdo do etileno, tal qual as giberelinas, é bastante
restringida, apesar de ser capaz de influenciar a morfogénese das plantas e também poder
ser produzido pelos explantes (KUMAR et al., 1998). Entretanto, sua utilizacéo € limitada
em funcdo da dificuldade de se manipular este composto no meio de cultivo. Mesmo
assim, alguns trabalhos tém mostrado que a influéncia deste hormdnio na micropropagagéo
pode ser verificada a partir da adigdo, ao meio de cultura, de precursores genéticos, como o

aminociclopropano (ACC), de inibidores da biossintese (cloreto de cobalto) ou da acgéo
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(nitrato de prata) do etileno, de substancias capazes de liberar o etileno, como o etefon, ou
pela utilizacdo de bloqueadores especificos dos receptores de etileno (ARIGITA et al.,
2002; CANHOTO, 2010). Sua utilizacao resulta principalmente na formacéo de calos em
algumas espeécies, podendo também inibir a organogénese e a embriogénese somatica em
funcdo de sua acdo inibitdria no transporte polar de auxinas.

Batista (2012), investigando a influéncia do etileno e de poliaminas na indugédo de
morfogénese in vitro de pimenteira ornamental (Capsicum annum L.) suplementou
diferentes meios de cultura com ACC, que é um precursor do etileno, e dos inibidores da
biossintese deste hormonio, a aminoetoxivinilglicina (AVG) e o tiossulfato de prata (STS),
e observou que os tratamentos que apresentaram maior acimulo de etileno apresentaram
uma maior formacéo de calos, enquanto tratamentos com menores concentracdes de etileno
acumulado promoveram uma maior frequéncia de regeneracdo dos explantes.

Conceigdo et al. (1999), objetivando avaliar a influéncia da sacarose, da
temperatura e do acido acetilsalicilico (AAS), que é um inibidor da biossintese de etileno,
na conservacao in vitro de segmentos caulinares de batata, observaram que o aumento nas
concentracdes de AAS sob a temperatura de 25°C promoveu uma reducdo no tamanho
médio dos segmentos caulinares em duas cultivares de batata, atuando desta forma como
retardante do alongamento das hastes, por inibir a sintese de etileno.

Santos (2009), estudando a influéncia do etileno no alongamento e anatomia de
plantas de Acanthostachys strobilacea cultivadas in vitro, realizou um experimento com
quatro tratamentos, sendo que um tratamento foi mantido vedado e sem qualquer
interferéncia durante o periodo experimental, no segundo tratamento promoveu-se a
renovacdo semanal de ar sintético, no terceiro tratamento além de ser promovida a
renovacdo semanal de ar sintético, ele passou pela aplicacdo de 5000 uM de etileno, e no
quarto tratamento fez-se a renovacdo semanal do ar sintético dos frascos, seguida da
aplicacdo de 5 uM de inibidor de etileno 1-MCP (1-metilciclopropeno). De acordo com 0s
resultados deste trabalho a atmosfera no interior do frasco interferiu no desenvolvimento
da espécie, sendo que as plantas que receberam etileno apresentaram maior niumero de
folhas e maior quantidade de segmentos nodais quando comparado com os demais
tratamentos. Entretanto, as plantas que receberam o etileno apresentaram tamanho de
raizes significativamente menor, o tratamento que ndo passou por renovacao de ar

apresentou raizes maiores e o tratamento com o inibidor 1-MCP maostrou efeito inibitorio
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sobre a quantidade de raizes, além de promover a reducdo no teor de matéria fresca das
plantulas.

3.3.3.5 Acido abscisico

O é&cido abscisico (ABA) é considerado um importante fitohorménio, o qual é
sintetizado em todas as células que possuem cloroplastos ou amiloplastos e esta
diretamente ligado aos processos de abertura e fechamento estomatico, além de inibir a
germinagdo precoce e a viviparidade em plantas. O &cido abscisico influencia ainda, uma
correta maturacdo de embrides por estimular a sintese de proteinas de reserva
(CANHOTO, 2010). Para além disto, 0 ABA promove a dorméncia de gemas, atraso no
crescimento e estimulo a senescéncia e a abscisdo de folhas e frutos (CASTRO et al.,
2005)

Na cultura de tecidos pouco tém sido os trabalhos que fazem uso deste regulador de
crescimento, principalmente por ser considerado mais como um horménio inibidor do que
de fato promotor de atividades metabdlicas nos vegetais. Entretanto, podem-se ver alguns
trabalhos envolvendo a embriogénese somatica que fazem uso deste regulador,
promovendo uma maturacdo eficaz e impedindo a germinacdo precoce dos embrides
formados (CANHOTO, 2010; CID, 2014).

Sato et al. (2001), verificando a influéncia de diferentes concentragdes (0; 0,1; 1,0;
e 10,0 mg.L?) do 4cido abscisico na micropropagacdo da mandioca (Manihot esculenta),
perceberam que para as varidveis nimero de folhas, comprimento da parte aérea, nimero
de raizes, comprimento de raizes e matéria seca total o ABA promoveu um decréscimo das
mesmas, demonstrando o seu efeito inibitorio, influenciando também o acimulo P, K, Ca,
Mg, S, Zn, Cu, Mn e Fe em funcdo das concentracdes testadas, sendo que para o P, Mn e
Zn os valores decresceram a partir da testemunha até a concentragdo de 10 mg.L™. Para o
Fe, observou-se concentracdo elevada no tratamento com 0,1 mg.L™? de ABA em relagéo
aos demais tratamentos, enquanto o Cu apresentou maiores concentragdes na testemunha e
no tratamento com concentracio de 10 mg.L!. Ja a concentragdo de K manteve-se
constante em todos os tratamentos, ndo demonstrando influéncia do ABA sobre seu
acumulo. Estes resultados demonstraram, portanto, uma tendéncia de redugédo na absorcao
de nutrientes a partir do aumento das concentragcdes de ABA no meio de cultivo, 0 que

pode estar relacionado ao fechamento estomatico promovido pelo regulador de
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crescimento, que ocasiona uma menor taxa de transpiracdo da planta e, portanto, uma
menor taxa de fluxo de absorcdo de agua e nutrientes.

Lemos et al. (2002), testando diferentes métodos para conservacdo de germoplasma
de cana-de-acucar, trabalharam com diferentes concentragdes de acido abscisico no meio
de cultura e observaram que todas as concentragdes, exceto na concentragdo de 1 mg.L™,
favoreceram o crescimento dos explantes, obtendo resultados semelhantes aos obtidos no
tratamento-testemunha. Entretanto, na concentracio de 1 mg.L™ foi observada maior
longevidade dos explantes, mostrando que apesar de inibir o crescimento dos mesmos nao
reduziu a sua viabilidade por um periodo de 12 meses sem a necessidade de proceder-se
subcultivos.

De semelhante modo, Santos et al. (2012), objetivando a conservacao in vitro de
Chrysopogon zizanioides, testaram o efeito das concentracdes 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0
mg.L™ de ABA no meio de cultura em temperaturas de 18 e 25°C e verificaram que dentro
da temperatura de 18°C nas concentragdes 1,0; 1,5 e 2,0 mg.L™? de ABA foram obtidos os
menores tamanhos de folhas, isso porque a reducdo da temperatura € comumente utilizada
como estratégia para conservacao de germoplasmas sob condi¢des de crescimento lento.
Percebe-se, portanto, que a utilizacdo do é&cido abscisico como retardante no
desenvolvimento de explantes é uma 6tima alternativa para se aumentar a longevidade de

explante, bem como favorecer a conservagao in vitro de germoplasmas.

3.3.4 Agar

O é&gar, apesar de ser um constituinte inerte ao meio de cultivo, tem fundamental
papel na cultura de tecidos por dar sustentacdo ao explante que pretende-se inocular.
Extraido de algas marinhas, é o polissacarideo mais comumente utilizado como agente
gelificante em meios de cultura, devido as suas caracteristicas de solubilidade em &gua,
capacidade de fundir-se a 100°C e permanecer semissélido em temperatura ambiente
(2008; CID, 2014). Pode ainda, atuar como agente tamponante (SHINGA, 1982) e
participar do controle de processos de vitrificacdo e hiper-hidratacdo (WILLIANS &
LEOPOLD, 1989).

A determinacgéo da concentracdo de agar a ser dissolvida no meio de cultura € muito
importante, pois a sua presenca em altas concentracdes pode ocasionar a indisponibilidade

de nutrientes, bem como dificultar a difusdo dos constituintes organicos e inorganicos do
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meio de cultivo, essenciais para o desenvolvimento in vitro. Sendo assim, pode-se utilizar
concentracdes que variem de 0,4 a 0,7%, podendo chegar a concentragdes de 1,1% quando
pretende-se evitar o processo de vitrificacdo do material vegetal (DEBERGH, 1983;
CALDAS et al., 1990), evitando-se sempre a sua utilizacdo em meios acidos que podem
promover a sua hidrdlise (ROMBERGER & TABOR, 1971).

Apesar de sua vasta utilizagdo, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos
objetivando principalmente a substituicdo deste por alguns gelificantes alternativos
(SOARES et al., 2014), bem como esclarecer a sua atuacdo minuciosa no desenvolvimento
vegetal.

Paiva et al. (1999), estudando o efeito de diferentes concentragcdes de &gar (0,0;
0,35; 0,7 e 1,05%) e niveis de pH (4,6; 5,0; 5,4; 5,8; 6,2; 6,6; e 7) na propagacao in vitro de
crisantemo, observaram que 0 numero e o tamanho de brotos formados e o nimero de
folhas ndo foram influenciados significativamente pelos tratamentos. Entretanto, o peso da
matéria seca da parte aérea das plantulas foi afetado significativamente pela interacdo entre
0s tratamentos, sendo que, quando se utilizou 0,35% de agar com constante elevacdo do
pH do meio verificou-se a diminuic¢do do peso, demonstrando que a absor¢do de nutrientes
pode ser influenciada pelo nivel de pH do meio.

Resende et al. (2008), averiguando a influéncia do meio de cultura e da
concentracdo de &gar no crescimento e desenvolvimento de plantulas de café oriundas da
embriogénese somatica direta, verificaram efeito significativo das concentracfes de agar
para as variaveis comprimento de parte aérea e massa fresca das plantulas, além da
influéncia significativa da interacdo sobre o nimero de folhas e a massa fresca das
plantulas. Sendo que, o maior comprimento de parte aérea foi observado na concentracao
de 1,52 g.L* de &gar. Além disso, utilizando-se 0 meio MS pode-se observar um aumento
no nimero de folhas a partir da concentragdo de 1,69 g.L? de éagar até atingir a
concentragdo de 6,71 g.L%, enquanto no meio WPM foi observada melhor formagdo de
folhas nos meios isentos de agar, demonstrando a possivel elevacdo do potencial osmético
do meio, o que dificulta a difusdo de nutrientes para os embrides, reduzindo o seu
desenvolvimento.

Avaliando o efeito do meio de cultura liquido e sdlido no crescimento e
desenvolvimento de gemas de hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla na
multiplicagdo in vitro, Correia et al. (1995) observaram que aos 42 dias de cultivo os

clones de hibridos apresentaram maiores médias de peso de matéria fresca e seca em meio
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de cultura sélido do que em meio liquido. Foi verificado ainda que aos 28 dias de cultivo
alguns explantes mantidos em meio liquido apresentaram gemas com crescimento
desuniforme, com folhas largas, vitreas e translucidas, o que pode ser explicado pela
ocorréncia de hiperidricidade nos cultivos in vitro. J& em meio sélido, as plantulas
demonstraram crescimento de gemas mais uniforme, entretanto apds o 30° dia de cultivo
alguns explantes se mostraram com sintomas de deficiéncia nutricional e senescéncia,
evidenciando a indisponibilidade de nutrientes promovida pela utilizacdo de agar, a partir
deste periodo. Este problema pode, no entanto, ser contornado a partir da regulacéo das

concentracdes do agar suplementado ao meio de cultivo.

3.3.5 Carvao ativado

A utilizacdo do carvdo no meio de cultura, tal qual o &gar, ndo desempenha papel
de essencialidade, no entanto, muitos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de
demonstrar a capacidade que este suplemento tem de capturar e adsorver as substancias
inibidoras que sdo frequentemente liberadas no meio de cultivo pelos explantes, chamadas
de fendis. Sendo assim, a sua utilizagdo em determinadas espécies pode favorecer o
desempenho da organogénese e do enraizamento in vitro, quando utilizado entre
concentragdes de 0,2 a 3% (PASQUAL, 1990; CALDAS et al., 1998).

Apesar de seu bom desempenho no meio de cultura, quando utilizado em
concentragdes muito altas, o carvdo ativado pode promover também a retencdo de
vitaminas, hormonios e alguns nutrientes até entdo disponibilizados para os explantes,
podendo, desta forma, inibir o crescimento in vitro (GEORGE & SHERRINGTON, 1984).
Diante do exposto, vé-se a necessidade de trabalhos que estabelecam as concentragdes
mais favordveis para as mais variadas espécies sem, portanto, comprometer o Seu
desempenho in vitro.

Ribeiro et al. (2000), avaliando os efeitos de acido giberélico e carvéo ativado no
cultivo in vitro de citros Limonia osbeck x Poncirus trifoliata, observaram efeito
significativo da interagdo entre os fatores para as variaveis percentual de sobrevivéncia,
comprimento do sistema radicular e da haste caulinar de embrides do hibrido. Sendo que, o
maior percentual de sobrevivéncia foi observado com a utilizagdo da mais baixa
concentragdo de AGs (0,01 mg.L?), suplementada com concentragGes crescentes de carvio

ativado. O aumento nas concentracOes de carvdo ativado propiciou a diminuigdo no
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percentual de sobrevivéncia na concentragdo de 0,1 mg.L? de AGs, bem como no
comprimento de raizes e do caule, demonstrando o efeito antagdnico desta dosagem de
AG; associada ao carvao ativado em concentragdes inferiores a 2,0 g.L ™.

Em outro trabalho, buscando avaliar a influéncia do carvéo ativado e do BAP na
multiplicacdo in vitro de frutiferas de clima temperado, Villa et al. (2007) verificaram a
inibicdo da multiplicacdo de brotos e a promogdo de crescimento da parte aérea e do
sistema radicular do segmento nodal inicialmente inoculado, de porta-enxerto de videira e
amoreira-preta cv. Ebano, a partir da suplementacdo do meio de cultivo com o carvdo
ativado. O incremento nas concentracbes de carvdo ativado proporcionou também o
decréscimo no numero de folhas formadas nas duas espécies trabalhadas. Entretanto, o
aumento das concentracfes de carvdo ativado possibilitou acréscimos no comprimento e
namero de raizes formadas e reducao no peso de matéria fresca das plantulas.

Donini et al. (2011), estudaram o efeito de diferentes concentragdes (0; 0,6; 0,8; 1;
1,5; 2 g.L) de carvdo ativado no estabelecimento in vitro de Pinhdo-manso e observaram
gue ndo houve a formacéo de calos com a adicdo do carvao ativado ao meio de cultivo, em
funcdo da lenta liberacdo de nutrientes propiciada pela presenca do carvao ativado no meio
de cultivo. Entretanto, observou-se a continuidade do desenvolvimento dos meristemas
através do qual foi verificado que a concentragdo de 1,5 g.L* de carvio ativado apresentou
melhores resultados, e na concentragdo de 2,0 g.L™! foi percebido o desenvolvimento mais
lento dos meristemas, demonstrando, portanto, a capacidade que as altas concentracfes de

carvao ativado tém em indisponibilizar os nutrientes para os explantes.

3.4 LUZ

No que diz respeito a luz, pode-se considerar que esta é substancialmente essencial
para o crescimento e desenvolvimento das plantas, pois estad diretamente envolvida na
realizacéo de processos vitais como a fotossintese, a fotomorfogénese e o fototropismo. No
cultivo in vitro, no que se refere ao fototropismo, tem-se considerado desprezivel a
influéncia da luz artificial neste processo, e em muitos casos até mesmo para a fotossintese
tem-se desconsiderado a essencialidade da luz artificial para o processo, a menos que se
deseje estimular o autotrofismo das plantas cultivadas. Em contrapartida a essas

consideracOes, pode-se afirmar que a intensidade, a qualidade e a duragdo da luz fornecidas
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ao cultivo in vitro, sdo determinantes nos processos morfogénicos das plantas (DIGNART,
2006).

De maneira simplificada a fotomorfogénese ocorre por meio da absor¢éo da luz por
pigmentos, como o fitocromo e o criptocromo, presentes principalmente nas folhas, que se
tornardo fotoquimicamente ativos, funcionando como fotorreceptores. A absor¢do se da de
forma seletiva a diferentes comprimentos de ondas, através dos quais o fotorreceptor
interpreta a informacdo na forma de uma acdo primaria. Essa acdo pode ocasionar uma
mudanca na conformacédo de uma proteina, uma reagédo redox ou outra forma de transducao
quimica. Ou seja, a absorcdo de luz pelo fotorreceptor inicia uma sequéncia de eventos
bioquimicos que produzirdo uma resposta final na planta, ocasionando nestas modificagdes
morfogénicas (CARVALHO e PERES, 2017).

E importante ressaltar que, segundo Carvalho e Peres (2017), a maioria dos
processos bioldgicos das plantas influenciados pela luz, ocorrem na faixa do espectro
denominada de luz visivel, que varia de 400 nm a 700 nm, sendo os efeitos desta faixa do
espectro podendo ser observados também na fotomorfogénese.

Usualmente as salas de crescimento de laboratorios de cultivo in vitro séo
equipadas com lampadas fluorescentes que emitem luz branca de amplo espectro, com
similaridades espectrais, e essa irradiancia fornecida, inicialmente na sala de crescimento,
afeta diretamente o desenvolvimento das plantas, principalmente por meio de alteracGes
morfogénicas (MARKS & SIMPSON, 1999).

Segundo Marks e Simpson (1999), “com a variagdo da qualidade espectral, ¢é
possivel manipular o crescimento in vitro de diversas espécies de uma maneira alternativa
a adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura”.

Baseados nestas consideracdes, Junior et al. (2012), a partir da realizacdo de um
trabalho que objetivava a identificacdo de variacGes anatdmicas de Laelia purpurata sob
diferentes intensidades e qualidade espectral de luz com a utilizagdo de malhas
fotoconversoras, observaram que plantas cultivadas sob malha de coloracdo azul
apresentaram um aumento do tamanho de células da epiderme na face adaxial das folhas,
guando comparadas com plantas cultivadas sob malhas pretas e vermelhas e também na
auséncia destas. Em contrapartida, percebeu-se que a utilizagdo da malha vermelha em sala
de crescimento com radiacio de 52 w.m?2s' ocasionou o aumento na densidade de
estdmatos e tricomas sobre a superficie foliar. Ja em casa de vegetacdo percebeu-se que

plantas cultivadas sem cobertura de malha com radiagio de 256 w.m?2.s? apresentaram
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maior densidade de estdOmatos, seguida pelas plantas cultivadas sob as malhas azul e
vermelha que néo diferiram entre si.

Em outro trabalho desenvolvido por Massaro (2013), estudando a influéncia da
qualidade da luz no crescimento de duas cultivares de Phalaenopsis amabilis, foi
observado que na cultivar cv.6323 a génese radicial foi maior quando se utilizou
comprimento de onda amarelo, enquanto na cultivar cv.6546 este mesmo processo foi
favorecido pelo comprimento de onda do verde. Avaliando-se, neste mesmo trabalho, o
comprimento total da plantula, Massaro identificou que os espectros de luz branca, azul e
vermelha, apresentaram maiores valores médios para a cultivar cv.6323, enquanto a
cultivar cv. 6546 foi melhor influenciada pelos espectros de luz amarela e verde. Estes
resultados evidenciam claramente que, apesar de se trabalhar com uma mesma espécie, a
influéncia da qualidade de luz entre as cultivares pode ser variavel, requerendo assim
estudos que se proponham a diminuir estas variacoes.

Oliveira (2006) entre outros autores, avaliando a variagdo anatdmica foliar de
plantas de Coffea canephora submetidas a diferentes intensidades luminosas constataram
que as folhas quando submetidas a diferentes condi¢des de luminosidade apresentam
variacBes ecofisiologicas significativas, podendo ser influenciadas tanto pela intensidade
quanto pela qualidade da luz fornecida. Neste estudo, plantas que foram submetidas a
maiores intensidades luminosas apresentaram maior densidade de estdmatos.

No trabalho desenvolvido com plantas de Coffea arabica utilizando-se telas com
coloracdes azul, branca, cinza, preta e vermelha, Henrique et al. (2011), perceberam que as
telas vermelha, azul e preta proporcionaram maiores incrementos em altura se comparadas
as outras coloraces. A area foliar assim como o indice de matéria seca, segundo este
estudo, foram melhor influenciados pela tela de coloracdo vermelha, enquanto a utilizacao
da tela branca resultou em menores meédias de area foliar. Estes resultados facilmente
reafirmam a condicdo de vulnerabilidade das diferentes espécies a qualidade de luz a qual
sdo submetidas, podendo estas sofrer significantes alteragbes tanto em sua estrutura
morfologica quanto anatdmica.

De acordo com Dignart (2006), a qualidade da luz espectral pode afetar estruturas
anatdmicas das folhas, principalmente no momento de expansdo foliar onde a luz exerce
seus maiores efeitos, induzindo nas plantas um alto grau de plasticidade fisioldgica e
anatdmica para mudancas na qualidade da luz. Dentre as principais caracteristicas passiveis

de sofrerem alteracdo estdo a espessura foliar, diferenciacdo do mesofilo, desenvolvimento
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vascular, divisdo celular e o desenvolvimento de estomatos (DIGNART, 2006).
Entretanto, embora confirmados por diversos autores, os efeitos morfoldgicos e
fisioldgicos da qualidade da luz nas plantas variam de acordo com a espécie que se deseja
estudar, tornando-se assim necessaria a realizacdo de trabalhos que identifiquem o espectro
de onda que atua com maior eficiéncia no processo de micropropagacdo de cada espécie

cultivada, como se pode observar nos resultados experimentais supracitados.

3.5 TEMPERATURA

A temperatura do ambiente onde serdo acondicionados o0s recipientes com explantes
ja inoculados é considerada como um fator crucial para o sucesso do processo de
micropropagacao, uma vez que, devido as condi¢bes dos materiais vegetais e ao conteddo
dos meios nutritivos necessitam de uma temperatura 6tima para dar continuidade ao
desenvolvimento das plantulas que se pretende obter. Geralmente, a temperatura dentro da
sala de crescimento deve permanecer em torno de 23°C a 27°C, sendo necessaria a
utilizacdo de um sistema de refrigeracdo capaz de diminuir as oscilacBes térmicas da sala
em funcéo da temperatura externa (CID, 2014).

De acordo com Salisbury & Ross (1991), alteracbes na temperatura ambiental
podem influenciar sensivelmente o crescimento das plantas, sendo que mudangas em
poucos graus podem ocasionar alteracdes significativas na taxa de crescimento. Por isso
eles consideram a temperatura minima como sendo aquela abaixo da qual ndo ha
crescimento, a temperatura 6tima como sendo aquela em o crescimento atinge sua maxima
taxa e a temperatura maxima € aquela a partir da qual a planta cessa o crescimento
podendo atingir a senescéncia.

Ortolan et al. (2007), avaliando o efeito da temperatura e da luminosidade na
regeneracdo in vitro de plantas de trigo, observaram que a inducdo de calos apresentou
melhores resultados quando utilizada a temperatura de 4°C independente da condicdo de
escuro ou de fotoperiodo, apresentando a maior porcentagem de calos formados e de
plantulas regeneradas. Enquanto isso os tratamentos que foram mantidos a temperatura de
4°C e depois transferidos para temperatura de 25°C em condicéo de escuro foram aqueles
que apresentaram menor porcentagem de calos formados, bem como menor nimero de
plantulas regeneradas, verificando-se desta forma a influéncia da temperatura no

desenvolvimento embriogénico.
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Mollo (2009), estudando a influéncia da temperatura sobre o crescimento de plantas
de Alcantarea imperialis cultivadas in vitro, observaram que as sementes da espécie
mantidas por 90 dias em camara de germinacdo in vitro a 5°C, sob fotoperiodo de 12 horas
ndo germinaram, apos 14 dias sob temperaturas de 26°C e 30°C percebeu-se até 80% de
germinagdo. Ja sementes mantidas em condigdes de alternancia, sendo 15°C no escuro e
30°C no claro, foram necessarios 21 dias para se atingir a taxa de germinacédo anterior, e 50
dias para sementes mantidas a 15°C. Estes resultados demonstram que as baixas
temperaturas reduzem o metabolismo das sementes, fazendo com que estas germinem mais
vagarosamente. Além disso, Mollo (2009) observou ainda que apos trés meses de cultivo a
temperatura influenciou os parametros biométricos das plantulas formadas, sendo que o
numero de raizes formadas foi 30% menor naquelas mantidas a temperatura de 15°C
guando comparadas aquelas mantidas em condi¢des de alternancia, as quais apresentaram
50% menos raizes dos que as plantulas mantidas a 30°C. Para outras varidveis como
nimero de folhas formadas, comprimento das folhas, massa fresca e massa seca a
temperatura de 30°C se mostrou a mais eficiente, sendo que temperaturas mais baixas

tiveram maior influéncia em inibir o crescimento das plantas.

3.5 OXIDACAO FENOLICA

A oxidacdo fendlica € um processo de ocorréncia natural nos tecidos vegetais, e é
responsavel pelo escurecimento dos explantes inoculados, bem como pela liberacdo de
exsudados toxicos no meio de cultura. E mais frequente em espécies perenes e arboreas em
funcdo do teor de lignina dos tecidos vegetais, entretanto, pode ocorrer também em plantas
ndo perenes (GONCALVES, 2013).

O escurecimento do tecido vegetal ocorre devido a presenca da enzima cobre
dependente, polifenoloxidase, que catalisa reacdes orto-difendis na presenca de oxigénio,
ocasionando a formacédo e a polimerizacdo de quinonas (GEORGE & SHERRINGTON,
1984), desencadeando as coloragdes escuras ou pardas aos tecidos, quando estes sdo, de
alguma forma, injuriados, além de inibir o crescimento celular (AMORIM, 1985).

Apesar de ser um problema recorrente na micropropagacao in vitro, a oxidagédo
fenolica pode, por muitas vezes, ser contornada a partir da suplementacdo do meio de
cultura com algumas substancias adsorventes e/ou antioxidantes, como € o caso do carvao

ativado, da polivinilpirrolidona (PVP), do &cido ascérbico ou da cisteina (TEIXEIRA,



38

2001). Muitos trabalhos tém demonstrado a eficiéncia de utilizacdo destes suplementos
quando adicionados ao meio de cultivo.

Objetivando a reducdo da oxidacdo na micropropagacdo in vitro da bananeira
‘maga’, Camolesi et al. (2007) realizaram um estudo utilizando uma combinacdo de 0,25
g/L de &cido citrico e 0,75 g/L de citrato de potassio em imerséo dos apices caulinares por
90 minutos e em adi¢do ao meio de cultura sob diversos tratamentos, em que observaram
que os tratamentos mostraram efeitos significativos sobre o grau de oxidagdo nos casos em
que os explantes foram imersos na solugdo antioxidante. O pré-tratamento dos explantes
com a solucdo antioxidante foi eficiente na reducdo da oxidacdo dos apices caulinares de
bananeira. Entretanto, notou-se que quando adicionados ao meio de cultura, 0s
antioxidantes promoveram o aumento da oxidacdo dos explantes. Todavia, este efeito pode
ser contornado ao se transferir o explante, dentro do mesmo frasco, para fora do alo de
compostos fendlicos formado no meio de cultivo, sem a necessidade de preparo de um
novo meio.

Em um trabalho buscando alternativas para controlar a oxidagdo in vitro de
segmentos nodais de Eugenia uniflora, Cola et al. (2010) testaram a influéncia do acido
ascorbico e do carvao ativado na reducdo da oxidacao fendlica, entretanto, observaram que
apo6s 7 dias de cultivo em condi¢des de escuro o tratamento que apresentou melhor
resultado foi aquele cujo meio ndo foi suplementado com os antioxidantes citados,
enguanto o meio suplementado com acido ascorbico se mostrou menos eficiente no
controle da oxidacdo. Ao final de 50 dias de cultivo foi verificado que os tratamentos que
apresentaram menor grau de oxidagdo foram o sem antioxidante e com 100 mg/L de carvao
ativado com apenas 16% de explantes pouco oxidados.

Utino et al. (2001), avaliando o crescimento e oxidacdo de explantes de bananeira-
prata in vitro em funcdo das concentracbes de sais de ferro, cobre e zinco no meio de
cultivo, perceberam que as concentragdes de ferro no meio influenciaram
significativamente o grau de oxidagdo dos explantes, demonstrando efeito linear, sendo
que, conforme aumenta-se a concentracdo de ferro até 5,58 mg/L aumenta-se também o
grau de oxidacao dos explantes. Estes resultados demonstram claramente a influéncia das
concentracdes de sais de ferro no meio de cultivo, que apesar de serem essenciais para 0
desenvolvimento in vitro, podem se tornar um problema quando ndo se trabalha com

concentragdes adequadas destes.
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3.6 VITRIFICACAO

Também chamada de hiperidricidade, a vitrificacdo € um fenébmeno caracteristico
na micropropagacao in vitro, definido basicamente como uma desordem fisiologica e
morfologica em que a planta apresenta acimulo anormal de 4gua em suas células e tecidos,
principalmente quando cultivadas em meios semissolidos ou liquidos, apresentando um
aspecto translucido e quebradico (KEVERS et al., 2004; GARCIA et al., 2011).

As principais caracteristicas de plantulas ou brotos que apresentam a vitrificacao
sdo folhas de coloracdo clara, translucidas, alongadas, tdrgidas e frageis (FRANCK et al.,
2001), além de apresentarem baixos teores de lignina e celulose, baixa resisténcia da
parede celular, baixo teor de clorofila e de matéria seca, estbmatos anormais e baixo indice
de sobrevivéncia em ambientes naturais (KEVERS & GASPAR, 1986; MAJADA et al.,
2001; FRANCK et al., 2004).

Dentre as causas principais da ocorréncia da vitrificagdo em cultivos in vitro pode-
se citar as altas concentracdes de citocinina que estimulam o crescimento anormal de
células, bem como o aumento da umidade relativa dentro dos tubos utilizados para o
cultivo (CID, 2014). No entanto, apesar de ser um problema que pode acarretar perdas de
até 70% de parte aérea em plantas micropropagadas comercialmente, pouco se sabe a
respeito dos fatores intrinsecos que podem influenciar a ocorréncia deste fenémeno.
Entretanto, véarias pesquisas tém buscado formas de reverter este processo ou até mesmo de
evita-lo controlando a umidade, trocas gasosas, concentracdo de agentes geleificantes,
além dos tipos e concentrages dos reguladores de crescimento utilizados no meio de
cultura (VASCONSELQOS, 2012). Porém o controle e pesquisas nesta area se tornam
dificultadas em funcéo das distintas rea¢6es possiveis para indu¢do desta desordem intra ou
interespecifica, sendo que o estimulo de um fator de controle para o fenbmeno de
hiperidricidade pode desencadear ou inibir uma série de outros fendmenos que podem ser

também prejudiciais ao cultivo in vitro.

3.7 VARIACAO SOMACLONAL

Na cultura de tecidos vegetais ha uma variedade imensa de técnicas e metodologias

que podem ser utilizadas buscando-se a regeneracdo in vitro de diversas espécies, como a
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calogénese, que promove a inducéo de calos nos explantes, a organogénese, que promove a
formacdo de um 6rgéo diferente a partir de um segmento da planta (raizes, caules, folhas,
etc.), a embriogénese somatica, que se propGe a formar embrides somaticos a partir de
calos induzidos em folhas, a suspensdo em células, a cultura de protoplastos e etc.
Entretanto, a utilizacdo destas técnicas pode promover, de diversas formas, variacdes
genéticas ou epigenéticas nas células ou tecidos cultivados, o que é, portanto, denominado
de variacdo somaclonal (CID, 2014).

A variacdo somaclonal pode se manifestar em varios niveis da planta, como no
fendtipo, na ploidia, nivel cromossémico e até molecular, podendo ou néo ter sua origem
conhecida. Quando se tem variacdes conhecidas e hereditarias estas sdo chamadas de
mutacdes, entretanto, quando ndo sdo conhecidas, elas sdo referidas como variantes
(PEREDO et al., 2008; CID, 2014).

Estas variacGes estdo mais relacionadas a formacdo de plantas adventicias, quando
tém origem a partir de um calo, do que de plantas formadas a partir de gemas axilares. No
entanto, a ocorréncia deste fenémeno nao é uma regra nos cultivos in vitro, mas quando
ocorrem podem se manifestar de diferentes maneiras. Em funcdo desta complexidade das
variacfes somaclonais possiveis, ainda ndo se tem compreensdo total dos mecanismos
relacionados a indugdo deste fendmeno (SANTIAGO, 2011).

Apesar do seu dificil controle ou imprevisibilidade, a variacdo somaclonal em
alguns casos tem sido induzida na cultura de tecidos por originar mutantes com qualidade
genética superior a planta matriz, criando entdo possibilidades para o melhoramento
genético de diversas espécies, a partir da utilizacdo de marcadores moleculares, sendo
assim chamada de variagdo somaclonal induzida (RIBEIRO, 2012; CID, 2014).

A ocorréncia das variacdes somaclonais pode estar relacionada a diversos fatores,
como a estabilidade genética de certos genotipos, o tipo de explante e métodos de cultivo
in vitro, o tempo e a quantidade de subcultivos realizados sobre um mesmo explante, bem
como a composicdo do meio de cultura (SANTIAGO, 2011), os quais podem ser
discutidos em diversos trabalhos ja realizados em que estas variagdes puderam ser
observadas. Observa-se que o fator de maior influéncia na ocorréncia deste fenébmeno € o
aumento significativo de subcultivos a partir de um explante.

Santos et al. (2004), avaliando a ocorréncia da variagdo somaclonal em mudas
micropropagadas de bananeira cultivar Pacovan, a partir de sucessivos cultivos, puderam

observar a formagéo de quatro diferentes variantes a partir da realizagcdo do 5° subcultivo.
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A Variante Cacho, apesar de se apresentar como uma planta normal para todas as suas
caracteristicas morfoldgicas, demonstrou uma reducéo no nimero de pencas formadas por
cacho, 0 que se caracteriza como uma variante ruim para a producdo de bananas. A
Variante Variegada se caracterizou pela presenca de variegacfes em todas as partes da
planta, como folhas, pseudocaule e cacho, reduzindo a producdo e apresentando
queimaduras solares. A Variante Morfolégica da Forma da Folha associada a uma
Variacdo da Clorofila nas Folhas caracterizou-se pelo estreitamento do limbo foliar e
afilamento pronunciado da ponta da folha, apresentando variegacdes, tamanho reduzido, e
manchas negras na face superior da folha. A Variante da Coloragdo do Pseudocaule
apresentou coloracgdes negras e brilhantes no pseudocaule e tons opacos no engaco. Estes
resultados demonstram claramente que quanto maior o numero de subcultivos promovido
na cultura de tecidos maior € a chance de se obter variagdes somaclonais indesejadas.
Rodrigues et al. (2007), em um trabalho desenvolvido com o abacaxizeiro
ornamental (Ananas bracteatus), avaliaram a variacdo somaclonal promovida em mudas
micropropagadas apos sete subcultivos das gemas estabelecidas in vitro e observaram trés
tipos de variantes somaclonais formados. O tipo A. bracteatus Verde apresentou
coloragbes verdes e auséncia de estrias laterais. O tipo A. bracteatus Albino, foi
caracterizado pela auséncia de clorofila e coloracdo esbranquicada nas folhas. No tipo A.
bracteatus Variegado percebeu-se a presenca de estrias longitudinais variegadas na regido
central da folha ou presenca de um faixa verde em uma ou duas laterais das folhas. Neste
caso, a variacdo somaclonal pode agregar valor ao produto, uma vez que sua utilizacdo é
meramente ornamental, o que seria indesejavel em cultivo de abacaxi comestivel.
Percebe-se, a partir da analise de diversos estudos, que a ocorréncia da variacao
somaclonal pode ou ndo ser desejada, caracterizando-se, portanto, como um fator que pode
ou ndo desencadear 0 sucesso da micropropagacdo in vitro de diversas espécies, e a
realizacdo de estudos que visem esclarecer a ocorréncia deste fendmeno torna-se essencial

para melhoria das técnicas de micropropagagdo mais usuais.

3.8 CONTAMINACOES MICROBIANAS

As contaminagOes microbianas na cultura de tecidos in vitro sdo extremamente

comuns e sdo admitidas até 2% de perda por subcultivos. Entretanto, o grande problema
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das contaminacGes € que elas podem atingir 10% de perdas na produtividade de
laboratérios comerciais, podendo resultar no completo insucesso do processo produtivo de
mudas micropropagadas (CASSELLS, 2001).

As contaminagfes geralmente ocorrem no momento da introducédo dos explantes no
meio de cultivo, em funcdo da presenca de microrganismos endofiticos ou microrganismos
que resistam aos procedimentos basicos de desinfestagdo (LONDE et al., 2007;
PANICKER et al., 2007). Dentre os principais agentes contaminantes estdo os fungos,
leveduras, bactérias, virus e viroides, que podem ser patogénicos ou latentes nao
patogénicos nas plantas cultivas in vitro (HERMAN, 1990).

Apesar da possibilidade de se tornarem patogénicos as plantas formadas, os
principais problemas do estabelecimento de agentes contaminantes no meio de cultura € a
sua capacidade de competir com a planta pelos nutrientes deste meio, e também a
possibilidade de excretarem no meio de cultura substancias que sejam toxicas ao
desenvolvimento normal dos explantes (PEREIRA, 2010).

Independentemente do tipo de associacdo promovida pelo agente contaminante com
0 explante é necessario que todo o material seja descartado, evitando-se desta forma a
proliferacdo dos casos de contaminagdes no laboratorio. No entanto, desde que sejam
tomados todos os cuidados necessarios de desinfestacdo a possibilidade de se reduzir o
nimero de contaminantes dos explantes, é grande e pode tornar eficiente o processo
produtivo. Por isso, tém sido pesquisados e desenvolvidos diversos protocolos de
desinfestacdo, baseando-se no tipo de contaminante, espécie vegetal trabalhada e no tempo
de acdo dos produtos desinfetantes sobre o tecido vegetal (PEREIRA, 2010).

Sousa et al. (2007), avaliando contaminagdes microbianas na propagacao in vitro de
Cattleya walkeriana e Schomburgkia crispa, observaram as contamina¢Ges somente ap0s
transferir o material de cultivo do escuro para o ambiente com luminosidade, onde
registraram 60% de contaminagdes mais pronunciadas na primeira e segunda avaliacao,
sendo que 97% destas foram descritas como contaminagdes fungicas e 3% de origem
bacterioldgicas. Entretanto, a partir da utilizacdo de carvéo ativado nos meios de cultivo foi
observada uma reducdo significante das contaminacGes, apresentando 40% menos
contaminacgdes do que os meios sem adicéo de carvéo ativado.

Borsoi (2009), avaliando a desinfestagcéo de explantes em cultivo in vitro de Pietro
da Dalmécia, observou que o aumento das concentracBes de hipoclorito de sodio no

momento da desinfestacdo de explantes, bem como o aumento no tempo de imersdo dos
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explantes na solucdo de hipoclorito influenciaram significativamente a porcentagem de
contaminag0es ocasionadas no meio de cultivo. Entretanto, apesar de apresentar um papel
positivo na desinfestacdo dos explantes, verificou-se que apos os 30 dias de cultivo a taxa
de sobrevivéncia dos explantes imersos em maiores concentracdes de hipoclorito foi
menor, ou seja, apesar de ser um bom desinfetante, sua utilizagdo em excesso pode
ocasionar a morte dos explantes dependendo da espécie trabalhada.

Pereira et al. (2010), realizou um teste objetivando averiguar a influéncia de
diferentes concentragdes (0, 5, 6, 7 e 8 g.L ) do antibidtico agrimicina na desinfestacdo de
explantes de bananeira “Grande Naine”, e observaram que nas concentragdes acima de 6
g.L1 os resultados foram significativos, sendo que nestes tratamentos ndo foram
verificadas contaminac6es na fase de estabelecimento, enquanto nos tratamentos nos quais
procedeu-se somente desinfestacdo com alcool 70% e hipoclorito de sodio foi verificada a
maior porcentagem de contaminacgdes. Estes resultados demonstram a necessidade de se
implementar protocolos de desinfestagdo a fim de reduzir os riscos de contaminagdes
existentes nos cultivos in vitro, que podem ocasionar perdas severas na producdo de mudas

em larga escala.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

E possivel observar através desta revisdo que, de fato, vérios sdo os fatores que
podem influenciar o desenvolvimento das técnicas referentes a micropropagacéo in vitro.
Portanto, o sucesso desta atividade estd intimamente relacionado a observacdo destes
fatores.
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