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Procedimentos Para a Implantacdo de um Laboratério de
Cultivo de Tecidos

Cultivo in vitro de tecidos
vegetais pode ser definido
como o crescimento e a
multiplicacao de células,
tecidos, 6rgaos ou parte de
6rgaos de uma planta sobre
um meio nutritivo e em
condicOes assépticas. O
cultivo in vitro baseia-se
principalmente no
aproveitamento da

Foto: Sérgio Cobel

| i b i 3 totipoténcia das células
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M | | capacidade de produzir

6rgaos como brotos e/ou raizes ou embrides somaticos que
regeneram uma planta completa num meio de cultivo favoravel
(TORRES, 1990).

O cultivo de tecidos é uma ferramenta muito signiticativa para
acelerar os programas de melhoramento, j4 que pode oferecer novas
alternativas em suas diferentes fases e, muitas vezes oferece
solucdes Unicas. Também é importante na engenharia genética, pois
a transformacao requer que se possa cultivar in vitro protoplastos,
células e tecidos de plantas aos quais serao incorporadas os genes e
gue a partir das células transformadas se possam regenerar plantas.

Um laboratério de cultura de tecidos nao deve ser localizado em
ambientes sujeitos a poeira e a corrente de ar nem préximo a fontes
potenciais de microrganismos ou contaminacao quimica, ja que o
cultivo in vitro de células, tecidos ou 6rgaos vegetais se caracteriza
por se realizar em condicdes assépticas. O interior do recipiente de
cultivo deve estar livre de qualquer organismo capaz de proliferar e
afetar o desenvolvimento do material vegetal, dai a importancia de
se manter o ambiente estéril durante o processo.

Este tipo de laboratério tem algumas particularidades que o
distinguem dos demais. A implantacéao e organizacdo dependem de
sua finalidade e do nimero de pessoas que nele vao trabalhar; assim,
um laboratério destinado exclusivamente a micropropagacao com
base em protocolos estabelecidos, tende a ser maior, porém mais
simples em instalacOes e equipamentos que um laboratério destinado
a pesquisa com diferentes sistemas ou, ainda, com aspectos
bioquimicos, genéticos e estruturais, entre outros; pode ser pequeno,
porém, mais especializado. Um laboratério de pesquisa pode,
também, ter finalidade didatica caso em que se pode reservar areas
para ensino e demonstracoes.

O Estrutura Fisica do Laboratério de Cultivo de Tecidos
Num laboratdrio de cultivo de tecidos devem constar:
Ante-sala

Este ambiente servird para proteger o laboratério das acdes do
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ambiente externo, razao por que se deve colocar
tapetes na entrada para as pessoas, limparem os
pés.

Sala de lavagem e esterilizacédo

E nesta sala que ficara a autoclave e, por motivo
de seguranca, nao deve haver transito constante
de pessoas. Como em todo laboratério, os pisos e
paredes devem ser branco e lisos para evitar
acumulo de poeira e facilitar a limpeza, enquanto
as janelas devem ser de vidro, a fim de que
permanecam fechadas. Em funcionamento, a
autoclave aquece o ambiente; recomenda-se
isolar, esta sala das outras que mantenham ar
condicionamento em funcionamento. Aqui, os
equipamentos necessario sdo: estufa grande,
para secagem e esterilizacdo do material de
vidro, autoclave, destilador e deionizador de 4gua
e lavador de pipetas e um exaustor, para
eliminacao dos vapores desprendidos pela
autoclave. Deve-se ter especial cuidado de
colocar tomadas para os equipamentos.

Sala de preparacdo de meios de cultivo

Nesta sala serao preparados os meios de cultura
a partir de solucoes estoque, que serao
distribuidos em tubos de ensaio e/ou em frascos
de cultivo. Por isto, deve-se ter maior atencao
com a assepsia mais que com a sala de lavagem
e esterilizacao. Portanto, aqui, o piso e as
paredes devem ser branco e lisos para evitar
acUmulo de poeira e facilitar a limpeza e as
janelas devem ser de vidro, afim de que
permanecam fechadas. Recomenda-se colocar,
na sala, um aparelho de ar condicionado com o
intuito de manter a temperatura agradavel, uma
vez que o calor gerado por lampadas e outros
equipamentos, que eleva a temperatura. Como
equipamentos necessarios nesta sala citam-se:
geladeira, freezer, peagdmetro, balancas de topo
e analitica, dois agitadores magnéticos, forno de
microondas e estabilizador de voltagem
ressaltando-se, porém, que outros equipamentos
podem facilitar bastante o trabalho no
laboratério, como, um dispensador de meio que
torna mais agil e, ao mesmo tempo, uniformiza a
distribuicao do meio de cultura nos frascos de
cultivo; uma méaquina de lavar louca também
pode ser recomendada, uma vez que a pratica de
cultivo de tecidos gera grandes quantidades de
frascos a serem lavados. Os produtos quimicos
em uso deverao ser aqui mantidos nessa sala,
enquanto a vidraria usada no preparo dos meios
de cultura deve estar disponivel, assim como
tubos e frascos com respectivas tampas, para
receber o meio, quando pronto; além disso, na

sala de preparacao de meio de cultivo deve-se
contar, ainda, com uma mesa grande para
preparacao dos meios de cultivo, bancadas para
colocar os equipamentos de mesa, armarios para
guardar produtos quimicos, vidrarias e
instrumentos, além, de duas pias grandes e
fundas para facilitar a lavagem da vidraria.
Colocar tomadas para os equipamentos. Os
meios de cultura ficam mais bem conservados a
4 °C que em temperatura ambiente, sendo
conveniente que esta sala contenha uma camara
friade 1,5 m x 1 m com prateleiras onde serdo
armazenados os meios de cultivo.

Sala de inoculacéao

Nela, os materiais serao transferidos em
condicdes de esterilidade; portanto, mais que em
qualquer outra sala do laboratério, deve ser a
mais asséptica. O piso e as paredes devem ser
branco e lisos; ao contréario da sala anterior, nao
ha necessidade de janelas nem de portas com
acesso para o exterior do laboratério, evitando o
fluxo de poeira, porém devem ser instalados
condicionador de ar, considerando-se o calor
gerado pelos motores da camara de fluxo
laminar, luzes, ldmpadas etc. Os equipamento
necessarios sdo: camara de fluxo laminar
horizontal e esterilizador de pincas. Nesta sala
deve haver bancadas, tomadas e um carrinho-de-
mao de hospital, para transportar os cultivos para
sala de crescimento.

Sala de crescimento dos cultivos

Recomendam-se, na sala de crescimento dos
cultivos, piso e paredes brancas e lisas para
facilitar a limpeza. Os acessos devem ser
limitados, reduzindo a chance de entrada de
poeira e contaminacao. Nao ha necessidade de
janelas, pois dificultariam o controle de luz e
temperatura, mas, devem ser instalados dois
condicionadores de ar, com temperatura
controlada; o controle ambiental é importante
para permitir um crescimento 6timo e o
fotoperiodo deve ser controlado por “timers”. As
culturas sdo mantidas sobre estantes
desmontaveis de aco, com seis prateleiras
distantes entre si aproximadamente 40-50 cm e
a inferior, a 10 cm do chao. Cada prateleira
devem conter 6 a 8 lampadas fluorescentes. Os
reatores que alimentam as ldampadas das
prateleiras devem ser colocados no lado de fora
da sala, e colocar tomadas dentro da sala. Os
equipamentos necessarios sao: estantes de aco
com prateleiras contendo lampadas
fluorescentes, dois aparelhos de ar condicionado.
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A temperatura da sala de crescimento é
controlada através de aparelhos de ar
condicionado ligados a termostatos, a fim de
manter a temperatura constante, com variacao
de cercade = 1 a 2 °C, normalmente, utiliza-se

temperaturas ao redor de 25 °C a 27 °C.
Sala de preparacdo das plantas para aclimatacdo

E o local no qual as plantas, apds serem
removidas dos frascos, serdo lavadas para a
remocao dos restos de meio de cultura, e
transplantadas em vasos contendo substrato. E
oportuno se ter, neste local, &gua em abundéancia
e espaco para transferéncia das plantulas, além
de um janeldo de vidro para clarear. O piso e as
paredes também devem ser branco e lisos para
evitar acumulo de poeira e facilitar a limpeza;
deve-se contar com uma mesa grande para
preparacao dos vasos, bancadas e armarios para
guardar o material utilizado na aclimatacao. Além
disso, duas pias grandes e fundas facilitam a
lavagem do material. Também deve haver, nesta
sala, duas portas, uma com acesso a sala de
crescimento e a outra ao exterior do laboratério,

a fim de facilitar a translocacao do material para
o telado.

Almoxarifado

E neste compartimento que se devem ser
colocadas estantes ou prateleiras nas quais serao
guardados produtos quimicos e outros materiais
utilizados no cultivo de tecidos em estoque.

Copa-cozinha

Aqui, deve-se contar com um armaério, bancada
com pia, fogao, geladeira e depdsito de dgua.

Secretaria e biblioteca

Sao necessérios, aqui, um sofa, mesa de
escritério, telefone, computador e estantes.

O Equipamentos

Equipamentos indispensaveis para manutencao de
um laboratério de cultivo de tecidos e suas

respectivas finalidades, sao apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Lista dos equipamentos necessarios para o laboratério de cultivo de tecidos.

Equipamentos
Agitador rotativo ( Shaker)

Agitador magnético com
termostato

Ar condicionados

Autoclave vertical grande
Balanca analitica

Balanca de topo capacidade 120g

Biodestilador de agua
cultivo

Bomba a vacuo

Camara de fluxo laminar
horizontal de 1,80m

Camara fotografica digital
Camara fria

Carrinho para transportar material
Computador

Dispensador de meio de cultivo
frascos

Equipamento para filtragem a frio
Estabilizador de voltagem

Esterilizador de pincas
laminar

Finalidade

trabalhos com suspensao celular
preparo de solucdes

manter a temperatura

esterilizacdo de meio de cultura, vidraria e outros materiais
pesar reagente s

pesar reagentes

eliminacao de sais minerais da dgua utilizada em meio de

aumentar a eficiéncia da assepsia.

inoculacao e tra nsferéncia de explantes sob condicoes
plenamente assépticas

documentar dos resultados.

armazenamento dos meios de cultivo

locomocao dos materiais entre as salas

arquivar dados

uniformiza a distribuicdo dos meios de cultura em tubos e

esterilizacao de produtos termolabeis
evitar danos aos equipamentos
esterilizar pincas, bisturi e tesoura na camara de fluxo
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Tabela 1. Continuacéo...

Equipamentos
Estufa grande

Estufa incubadora tipo B.O D.

No forno de microondas
Geladeira e freezer

Impressora
Lavador de pipetas
Medidor de pH digital

Microscépio estereoscopio com

aumento de 2 a 20 vezes
microscopio invertido

O Vidraria

As vidrarias a serem utilizadas num laboratério

Finalidade

esterilizacao de vidrarias e outros materiais

utilizado em crescimento dos cultivos com variacao de
temperatura e/ou fotoperiodos

derreter o agar

preservacdo de produtos quimicos, solucdes estoque,

material vegetal
imprimir documentos

facilitar a lavagem das pipetas.

ajustar pH de meios de cultura
retirada de meristema e embrides imaturos.

utilizado em trabalhos com suspensées celulares e

protoplastos

aguelas para as culturas de tecido em si, e suas
respectivas capacidade e quantidade, estao

de cultura de tecidos, nas preparacoes diversas e

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Listagem das vidrarias utilizadas num laboratério de cultivo de tecidos e suas respectivas

capacidade e quantidade.

Tipo de vidraria
Bastédo de vidro
Becker com alca graduado
Bekers

Frasco de cultivo

Frasco de cultivo

Funil

Funil

Pipeta

Pipetadores automaticos
Proveta com alca graduada
Provetas

Tubos de ensaio

O Instrumentos e Materiais Necessarios
Para o Laboratério de Cultivo de

Tecidos

Capacidade
50cm
1000ml

50, 100, 300, 500, 1000,
2000 e 4000ml

100ml ¢/ 66mm de altura
175ml ¢/ 98mm de altura
120ml

250ml

1, 2,5, 10 e 20ml

5, 20, 50 e 200 microlitros
1000ml

50, 100, 500, 1000 e
2000ml

25x150mm

Para o funcionamento eficiente de um laboratério
de cultivo de tecidos, deve-se ter sempre a mao

Quantidade(unidades)
05
03
05 de cada volume

1000

1500

10

05

15 de cada volumu
01 de cada volume
02

05 de cada volume

1000

os instrumentos e materiais apresentados na
Tabela 3, repondo-os quando necessario.
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Tabela 3. Listagem dos instrumentos e materiais utilizados no laboratério de cultivo de tecidos e suas
respectivas capacidade e quantidade.

Instrumentos/material
Armario de aco
Arquivo

Bandejas de plastico para laboratoério

Bastdao magnético
Bisturis

Bomba pipeta
Borrifador

Cadeira giratéria

Copo descartavel

Copo descartavel cristal
Desinfetantes
Detergentes liquido
Disquete

Espatula de colher
Espatula micro

Espatula tipo faca
Esponja de lavar
Estante de aco

Estiletes

Estojo de primeiros socorros
Etiquetas adesivas
Filme colorido

Filtro milipore

Gaze

Laminas para bisturi
Lampadas fluorescentes
Lampadas ultra-violeta
Luvas cirargicas

Luvas de Kevlar
Mascaras

Mesa grande

Mesa para computador
Mesa para impressora
Papel aluminio

Papel de filtro em folhas
Papel oficio

Papel toalha

Capacidade
200x 90 x 40cm
C/ 4 gavetas

55 x 30 x 13cm
0.5 a bcm
0,22e 10ml

300ml
300ml

24 poses
0,22um cas/cn

Parafilm p/ vedacéao dos tubos e frascos -

Pincas longas
Pincel atomico preto e azul

Radio relégio com despertador -

Recipiente p/ agua destilada
Saco plastico

Seringa hipodérmica descartavel

20L
05 e 10kg
10cc

Quantidade (unidade)
02

01

30

02 caixas
6

02 de cada unidade
06

03

1000
1000

05

05 caixas
03

02

01

01

10

03

05

01

05 rolos
10

1 caixa
30 rolos
05 caixas
20

01

2 caixas
03

5 caixas
01

01

01

20 rolos
01 resmas
05 resmas
30 rolos
10 rolos
08

10 de cada cor
01

02

100 sacos de cada
30
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Tabela 3. Continuacéo...

Instrumentos/material Capacidade Quantidade (unidade)
Suporte p/ colocar papel toalha e papel aluminio - 01

Suporte p/ placa de petri - 05

Suporte p/ tubos de ensaio - 20

Tampas de polipropileno com reentrancia p/ - 1000

tubos de ensaio

Tampas de polipropileno p/ frasco de cultivo - 2000

Tesouras ¢/ cabo de metal comprido - 04

Os reagentes mais utilizados nos meios de cultivo de tecidos sao apresentados na Tabela 4 e devem
ser repostos quando necessarios.

Tabela 4. Listagem dos reagentes utilizados no laboratério de cultivo de tecidos e suas respectivas
quantidades.

Produto Quantidade por Embalagem

Acido 2,4D Diclorofenoxiacético 10g
Acido 3-indolacético (1AA) 10g
Acido alfa-naftaleno-acético 10g
Acido bérico 500g
Acido giberélico (GA3) 20g
Acido nicotinico 100g
Agar-agar 2Kg
Carvao ativado em pé 600g
Cloreto de calcio (CaCl2*2H20) 5009
Cloreto de magnésio (CI2Mg.6H20) 5009
Cloreto de potassio 250g
Dicromato de potassio 5009
Fosfato de am6nio monobasico 500g
Fosfato de potéassio bibasico 500g
Fosfato de potassio monobasico 500g
Fosfatode sédio bibasico (Na2HP0O4.2H20) 250g
Fosfato de s6dio monobésico (NaHP0O4.2H20) 250g
Glicina 250g
Glicose 2kg
Glutamina 250mg
Hidréxido de potassio 3kg
Hidréxido de sédio 3kg
lodeto de potassio 250g
Kinetina 1g
Mioinositol 500g 500g
Molibidato de s6dio (NazIMo04.2H20) 250mg
NazEDTA*2Hz20 500mg
Nitrato de aménio (NH4NO3) 1kg
Nitrato de calcio Ca (Na03)2.4 H20 5009
Nitrato de potassio (KNO3) 1kg
Piridoxina HCL 50g

Recipiente para agua destilada

(02 unidades)
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Tabela 4. Continuacéo...

Produto
Sabao em pé
Sacarose
Sulfato de amoénio
Sulfato de cobalto
Sulfato de zinco
Sulfato de ferroso
Sulfato de magnésio
Sulfato de manganés
Sulfato de potassio dibasico
Sulfato de s6dio Monobasico
Sulfato de sédio bibasico
Tampao para equilibrar o pH4
Tampao para equilibrar o pH4
Tiamina HCI
Turfa
Tween 20
Vermiculita
ZDZ Thiadizuron

Telado para aclimatacao das mudas

Devido as caracteristicas peculiares das plantas
propagadas in vitro, em geral a transferéncia
direta para as condicOes de campo acarreta,
grande mortalidade entre elas; desta forma, é
imprescindivel uma fase intermediéria entre o
laboréatorio e a area de cultivo, a fim de que as
plantas propagadas adquiram resisténcia antes de
serem levadas para as condicdes de campo. Esta
fase é realizada em telado de 6 x 10m, com
sombreamento duplo, sistema de nebulizacao
intermitente (através de “timers”) e quatro
bancadas de alvenariade 1 x 6m de

comprimento.
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Anexo l. Croquis das dependéncias de um

laboratdrio de cultura de tecidos.
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