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CULTURA DE TECIDOS
(Manual)

Osmar Alves Lameira’

Oriel Filgueira Lemos?

llmarina Campos de Menezes®
José Eduardo Brasil Pereira Pinto*

INTRODUCAO

O desenvolvimento das novas técnicas de biotecno-
logia tem apresentado vdérias alternativas promissoras para auxi-
liar os programas de melhoramento vegetal, seja na multiplicacao
de gendtipos superiores, limpeza clonal, introducao de genes
exégenos em células por manipulacdo genética (producao de
plantas transgénicas), como também na eficiéncia de inducao de
mutacao e selecao, producao de sementes artificiais, conserva-
cao de germoplasma, clonagem de genes, etc. (George, 1993).

Um dos principais objetivos da cultura de tecidos é
prover uma alternativa de manipular plantas em nivel celular.
Portanto, o conhecimento dos mecanismos de regeneracao de
plantas é fundamental, pois é a maior limitacao na aplicacao
biotecnolégica para melhoramento vegetal. A aplicacao no
melhoramento é, principalmente, para aquelas espécies cujos
problemas nao podem ser solucionados através de métodos de
melhoramento convencional.

A tecnologia de cultura de células, protoplastos e
tecidos de plantas, constitui uma das areas de maior éxito da
biotecnologia. Apds meio século de progresso, conquistou des-
tacada posicado na propagacao comercial e industrial de plantas.
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Eng.-Agr., M.Sc., Tecnica Especializada da Pesquisador da Embrapa Amazénia Oriental.
Eng.-Agr., Ph.D., Professor Titular da UFLA, Caixa Postal 37, CEP 37200-00, Lavras,
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A cultura de tecidos utiliza pequenos fragmentos de tecido vivo
(explante) que sao utilizados assepticamente em meio nutritivo,
onde em cada fragmento da planta ainda que pequeno (inclusive
células individuais), permanecem todos os elementos que em
condicOes apropriadas podem reconstruir todo o organismo.

A micropropagacao, indiscutivelmente, tem sido a
técnica mais utilizada, pois oferece vantagens de manutencao
de genodtipos e fendtipos de hibridos, mutacdes genéticas sele-
cionadas, e excelente estado fitossanitario das plantas obtidas.
A propagacao em larga escala foi desenvolvida a partir de 1966
(Franca e Inglaterra), utilizando orquideas, crisdntemo e cravo
que dominaram a fase inicial. Atualmente, concentra-se na
limpeza clonal e multiplicacdo de espécies frutiferas (banana,
abacaxi, morango), ornamentais, florestais (coniferas), olerico-
las (alho) e medicinais, pois possibilita a multiplicacdo rapida
em periodo de tempo e espaco fisico reduzidos (George, 1993;
Lameira et al. 1997; Andrade et al. 2000). Esse manual tem
como objetivo apresentar de uma forma sucinta informacoes
sobre o manuseio das técnicas de cultura de tecidos destinadas,
em particular, aqueles que estao iniciando trabalhos nessa area
e a utilizardao no seu dia a dia.

PROPAGACAO DE PLANTAS ATRAVES
DA CULTURA DE TECIDO

A cultura de tecido tem como definicdo basica o
cultivo asséptico de qualquer parte viva da planta (explantes)
constituido por fragcdes de tecidos, 6rgaos ou mesmo células em
suspensao em meio de cultura sintético (nutrientes, reguladores
de crescimento, etc.) sob condicGes controladas de temperatu-
ra, umidade e luminosidade, para gerar uma nova planta. Esta
técnica baseia-se, principalmente, na capacidade de células,
tanto animal quanto vegetal, de dar origem a novas células e,
por conseguinte, individuos, exatamente iguais a célula mae.
Esta propriedade é conhecida como totipotencialidade.



Entre as tecnologias e técnicas que influenciaram a
horticultura nos ultimos 25 anos, a micropropagacao tem tido
0 mais significante impacto no desenvolvimento comercial.
Atualmente, sdao produzidas em torno de 180 a 200 milhoes
de plantulas/ano via cultura de células e tecidos.

A micropropagacdo tem sido praticada com éxito em
espécies horticolas (batata, cenoura), ornamentais (orquidea,
crisdntemo), frutiferas (abacaxi, banana), medicinais (ipeca,
espinheira santa) e mais recentemente em espécies lenhosas
florestais (pinus, eucalipto) (George, 1996; Lameira et al. 1997;
Andrade et al. 2000).

Algumas vantagens do uso da micropropagacao em
comparacao com os sistemas convencionais de propagacao:

- Incremento acelerado do ndmero de plantas deri-
vadas por genétipo, para obtencado de metabdlitos importantes;

- Reducao do tempo de multiplicacao;

- Possibilidade de multiplicar grandes quantidades
de plantas em uma area reduzida a baixos custos;

- Maior controle sobre a sanidade do material pro-
pagado;

- Facilidade para transporte do material in vitro de
um lugar para outro (pais ou regiao);

- Intercambio de germoplasma;

- Possibilidade de multiplicar rapidamente uma va-
riedade da qual sé existam poucos individuos, e

- Criacao e manutencao de bancos de germoplasma.
Dentre as desvantagens destacam-se:
- Necessidade de pessoal especializado, e

- Custo elevado no inicio de implantacdo do labo-
ratorio.



Necessidades para operacionalizar as técnicas de
micropropagacao

- Necessidade de uma infra-estrutura (laboratdrio)
adequada;

- Mao-de-obra especializada, e
- Equipamentos, drogas e vidrarias especificas

Para a realizacdo da micropropagacao, trés passos
sao importantes:

1- Estabelecimento asséptico de cultivo- o explante
é selecionado com base em algumas caracteristicas da planta
doadora e do préprio explante. Quanto a planta doadora, deve-se
levar em consideracao, a idade da planta, o estado fitossanita-
rio, aspectos nutricionais, estacao do ano, tipo de reproducao
predominante, produtividade da planta e estado fisioldgico.
No explante, considerar tamanho, posicao na planta, aspectos
visuais de cor, lesdes, estado fitossanitario e idade fisiolégica.

2- Multiplicacao e cultivo- a multiplicacao pode
ocorrer de forma direta ou indireta, com ou sem formacao de
calo, respectivamente, conforme as condicdoes de cultivo. A
micropropagacao através da formacao de calos tem sido evita-
da, tendo em vista que as plantas provenientes de calos podem
apresentar diferentes graus de variacdao que podem ser do tipo
epigenético ou corresponder a mutacao, bem como a limitacao
da capacidade morfogenética dos calos quando mantidas em
condicoes indiferenciadas por longos periodos. Sem a forma-
cao de calos, a multiplicacdao pode se dar pela diferenciacao de
brotos adventicios, estimulo de gemas axilares e por embrio-
génese somatica. Os tecidos meristematicos possuem maior
estabilidade na regeneracao de plantulas do que os tecidos
mais diferenciados. A Figura 1 mostra o diagrama da producao
de mudas advindas da micropropagacao de gemas terminais e
axilares.
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Figura 1. Diagrama da producdo de mudas advindas da
micropropagacao de gemas terminais e axilares
{adaptado de Fachinello et al. 1995).

3- Enraizamento e aclimatagao para transplante
ao solo- o processo de enraizamento nos brotos propagados
in vitro requer geralmente um meio de cultura com menor
concentracdo de sais. A principio, durante o periodo de uma
a duas semanas, sdo usados os meios bdsicos tradicionais
de Murashige & Skoog (1962) -MS e Gamborg et al. {1968)
-B5, complementados com uma auxina para induzir a forma-
cao de raizes. Um fato importante para o enraizamento € a
qualidade da microestaca e o seu tamanho ser maior que
1,0 cm. O desenvolvimento foliar também é importante,
porque a microestaca com um sistema foliar desenvolvido
enraiza mais consistentemente. Posteriormente, para acele-
rar o crescimento das raizes, ocorre a transferéncia dos bro-
tos para um meio com a metade da concentragdo dos sais
do meio de cultivo anterior sem regulador de crescimento.
Para iniciar o enraizamento é necessario uma relacdo de até
5:1 de auxina/citocinina. Durante esse processo, dependen-
do da espécie, podem ser utilizados alguns produtos fendlicos
como acido clorogénico, floroglucinol e polivinilpirrolidone



~ PVP, para absorver metabdlitos téxicos e carvao ativado
para reduzir a luz na base dos brotos e absorver componen-
tes inibidores. A Figura 2 mostra algumas alternativas para o
enraizamento in vitro.

Cultura de brotos

Microestacas

g .

Iniciagdo e Inicio do enraizamento
desenvolvimento ex vitro in vitro

v

Desenvolvimento da
raiz in vitro

v

Estabelecimento da
raiz ex vitro

Aclimatizacdo e crescimento

Figura 2. Alternativas para o enraizamento in vitro.

A aclimatacao e a transferéncia das plantas para
o solo ainda sado fatores que necessitam de certos cuidados
indispensaveis para a eficiéncia do processo como local {casa
de vegetacdo, telado ou camaras de aclimatacao), tipo de
substrato, controle da temperatura, umidade e luz.
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METODOS DE MICROPROPAGACAO

Os métodos que sdo teoricamente viaveis para a
propagacao de plantas in vitro podem ser obtidos diretamente
pela diferenciacao de brotos adventicios, estimulo de gemas
axilares e embriogénese somatica ou indiretamente com a for-
macao de calos.

Diferenciacao de brotos adventicios - esta permite
a formacao de novas estruturas unipolares, o sistema permite
a regeneracao de maior quantidade de brotos que o sistema
de gemas axilares. Os brotos adventicios tém a sua origem na
formacao do tecido meristematico e a posterior diferenciacao de
apices. Para isso, os explantes empregados sao os meristemas,
gemas e segmentos caulinares (apical, nodal e internodal).

s

A cultura de meristema é uma técnica altamente
importante para garantir alta produtividade, como na cultura
da batata (Solanum), alho, batata-doce e morango. A regiao
meristematica é supostamente livre de virus, devido a falta de
sistema vascular (onde o virus transloca-se dentro da planta)
e alta divisao celular. Apesar da baixa ou da inexisténcia do
virus nessa regiao, mesmo assim, as plantulas devem passar
por um processo de indexacao para testar a presenca de viro-
ses. Explantes provenientes de gemas e segmentos caulinares,
freglientemente sdao os mais utilizados. Por serem de maior
tamanho facilitam a regeneracao de plantas, sao utilizados na
micropropagacao de banana, abacaxi, ipeca, etc.

Estimulo de gemas axilares - nesse processo, as con-
dicdes in vitro estimulam o desenvolvimento das gemas axilares
permitindo a formacao de uma planta por gema. A eficiéncia
deste sistema estd no nimero de plantas obtidas determinada
pelo nimero de gemas axilares pré-existentes no inéculo, por
outro lado, o sistema apresenta a vantagem de que os individuos
regenerados mostram grande estabilidade genética.
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Embriogénese somatica - como embrides somaticos,
assexuais ou adventicios, tem-se definido para aqueles que
originados a partir de células, ndo sao produtos de fusao de
gametas. Sao estruturas bipolares com um eixo radial apical
e gue nao possuem conexao vascular com o tecido materno.
As estruturas bipolares devem ser também capazes de crescer
e formar plantas normais. Por esse processo, tém sido propa-
gadas espécies como urucuzeiro, cenoura, tabaco, coniferas,
etc. a partir de células do endosperma, hipocétilo, segmentos
caulinares e de calos derivados de outros explantes.

Em alguns aspectos, os embrides somaticos mantém
certa semelhanca com os embrides zigéticos. Tanto in vivo
como in vitro podem ocorrer algumas anormalidades no desen-
volvimento. Do ponto de vista da micropropagacao, a embrio-
génese somatica é o sistema mais eficiente, se for considerada
a eficiéncia no numero de plantas regeneradas por unidade de
tempo. Através deste método pode-se obter uma quantidade
quase que ilimitada de plantas, supondo-se que cada célula em
suspensao no meio de cultura esta diferenciando uma planta.
Em coniferas, por exemplo, estdo se obtendo em um litro de
meio de cultura em torno de 50 mil embrides somaticos, aptos
para serem regenerados em plantulas.

Deve-se considerar, entretanto que em cultivo de
células em suspensao a maioria dos embridoes somaticos foram
originados de calos, implicando a ocorréncia de alguma forma
de variacao epigenética. A variacdao somaclonal em propéagulos
originados da cultura de calos é um dos maiores problemas
(George, 1993). Para regenerar plantas com baixa variabilida-
de, alguns cuidados sao necessarios como: escolher um tecido
(explante) meristematico; baixa concentracao de reguladores
de crescimento; meio de cultura mais simples; subculturar o
tecido meristematico; selecionar calos semi-organizado; obter
organogénesis nas primeiras repicagens e regenerar plantulas
0 mais rapido possivel.

Altas variabilidades podem ocorrer se forem usados
tecidos mais diferenciados, meio de cultura com altos niveis de
nitrogénio, altas concentracdes de regulador de crescimento,
repicagem de tecido desorganizado e longo tempo de cultura
antes da regeneracao.
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LABORATORIO: INSTALACOES E EQUIPAMENTOS

O tamanho do laboratério e o nimero de equipamen-
tos necessdrios para o desenvolvimento da micropropagacao
vai depender do objetivo do trabalho a ser realizado. Amadores
e pequenos viveiristas podem fazer a propagacao de plantas
usando poucos equipamentos distribuidos em uma ou mais sa-
las pequenas. Porém, o laboratério destinado a pesquisa requer
salas e equipamentos que normalmente nao sao usados por
laboratérios de propagacao comercial. Para utilizar o sistema
com eficiéncia, é necessario um conhecimento académico sobre
cultura de tecidos de plantas, sendo recomendado um treina-
mento em um laboratério de pesquisa ou de nivel comercial.

A instalacao do laboratério deve atender aos objeti-
vos propostos de cada interessado. Para pesquisa, o laboraté-
rio deve possuir, no minimo salas de preparacao de meios de
cultura, inoculacao, crescimento e de observacao e uma casa
de vegetacao ou telado. Pequenas firmas comerciais deverao
possuir, no minimo, salas de escritério, de preparo de meio de
cultura, de inoculacao e/ou crescimento, casa de vegetagcao
ou telado.

Em cultura de tecidos, a manutencao da assepsia é
de fundamental importancia porque todo meio de cultura con-
tém nutrientes que permitem o desenvolvimento de bactérias e
fungos. Com isto, estes organismos crescem muito mais rapida-
mente e destroem o tecido da planta, que possui crescimento
mais lento. Assim, os 6rgaos das plantas devem ter suas su-
perficies esterilizadas quimicamente quando do inicio da cultura
e os instrumentos e frascos com o meio de cultura devem ser
esterilizados antes de serem utilizados. Outro fator importante
na manipulacao asséptica é a rapidez com que o trabalho é
realizado, nao permitindo a contaminacao por microrganismos
existentes no ambiente.

De um modo geral, um laboratério de cultura de
tecidos, com o objetivo de micropropagacao, deve ter as se-
guintes dependéncias:

13



e Jrea para lavagem e esterilizacao;
e Jrea para preparo de meios de cultura;
e Jarea para manipulacao asséptica;
® Jrea para incubacao das culturas;

e Jarea para observacao e exames das cultu-
ras; e

® area para aclimatacao das plantas.

A Figura 3, ilustra um modelo de laboratério de
cultura de tecidos destinado & micropropagacao de plantas.

ES SL SI | S

AILM | SP SC

Figura 3. Modelo de um Laboratério de Cultura de Teci-
dos.

ES- escritério (3,0m x 3,0m); ALM- almoxarifado (2,5m x 3,0m);
SL- sala de lavagem {(3,0m x3,0m); Sl- sala de inoculagdo (3,0m x
3,6m); SO- sala de observacgao (2,0 X 3,0m); SP- sala de preparo de
meio (4,0m x 5,0m); SC- sala de crescimento (3,0m x 4,0m) e
CV- casa de vegetacédo (7,0m x 6,0m).

Area de lavagem e esterilizacao

Sao necessarios equipamentos para lavar e secar
vidrarias, autoclave para esterilizagdo de meios, destilador de
agua ou deionizador. O trabalho de micropropagacao envolve
o uso de grande quantidade de vidrarias que precisam ser

14



lavadas e esterilizadas freqlientemente. Para tanto, é convenien-
te balcGes com pias, bandejas de plastico para serem colocadas
as vidrarias que serao lavadas e de facil acesso a dgua destilada
e/ou deionizada.

Geralmente, o processo de lavagem de vidrarias con-
siste na retirada de meios de cultura, lavagem em agua corrente
e imersao numa solucao com detergente comercial, deixando-as
de molho por, no maximo, 24 horas. Apd6s este periodo, com
o auxilio de esponjas e escovas de nylon, o material é lavado e
enxaguado em agua até remover todo o detergente e, por fim,
enxaguado em agua destilada e colocado para secagem.

Ja existem maquinas préprias para lavagem de vi-
drarias de laboratdério que podem ser adquiridas em companhias
especializadas.

A vidraria pode ser seca ao ar, sobre papel de filtro
ou papel absorvente, ou em estufas com temperatura regulada
para 30-40 °C. Assim que a vidraria estiver seca, esta deve ser
conservada em local fechado, a fim de evitar a deposicao de pé.

Considerando a necessidade de manutencao da
assepsia das culturas, toda vidraria, meios de cultura e ins-
trumentos para a manipulacao das culturas in vitro devem ser
esterilizados. O método mais comum para a esterilizacdo de
meios de cultura é a autoclavagem a 121 °C (1,5 atm), por 15
a 20 minutos. O tempo de esterilizacao pode variar em funcao
do volume de meio de cultura a ser esterilizado. No caso de
meio de cultura ou solucdes que possuem substancias sensiveis
a temperatura, deve-se utilizar a esterilizacao através de filtros
estéreis (0,22 e 0,45 pm).

A esterilizacao por calor seco, isto é, em estufa, é
utilizada para esterilizar vidraria (placas de Petri, erlenmeyer,
becker, etc.) e instrumentais para manusear as culturas (pin-
cas, cabo de bisturi, estiletes, etc.). A vidraria a ser esterili-
zada pode ser envolvida por papel aluminio ou de embrulho e
os instrumentais em caixas de aluminio ou tubos com tampa.
Geralmente, uma temperatura de 150 °C por um periodo de 3
a 4 horas é suficiente.

15



Area de preparo de meios de cultura

E o laboratério propriamente dito, local onde sdo
armazenadas as vidrarias, substancias que compdem os meios
de cultura (macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, etc.),
equipamentos usados para auxiliar no preparo dos meios, tais
como: pH-metro, balancas de precisao, destilador, agitador
magnético, estufa, autoclave, banho maria, centrifuga; e para
armazenagem de solucdes estoques (freezer, refrigerador).
Nessa sala, embora haja manipulacao e lavagem de explantes,
residuos de solo devem ser eliminados em outro local.

Area de manipulacdo asséptica ou sala de inoculacdo

Local onde sao realizadas as inoculacdes e trans-
feréncias de culturas, em uma camara de fluxo laminar. A
manipulacdao do material em condicoes assépticas é essencial
para a manutencao da esterilidade. Para tanto, a cadmara de
fluxo laminar possui um filtro de ar que retém microrganismos
e poeiras em geral, deixando o espaco interno com ar estéril
e livre de microrganismos. A superficie da cdmara deve ser
limpa com &lcool 70% (v/v) antes de iniciar o trabalho e em
intervalos durante o manuseio das culturas para garantir a as-
sepsia. Quando possue uma luz ultravioleta (germicida) deve
ser ligada 15 minutos antes de iniciar os trabalhos. Deve-se
tomar cuidados com a luz ultravioleta, a qual pode causar le-
soes nos olhos. Durante o periodo em que a luz estiver ligada
evitar entrar na sala de manipulacao. Além da cadmara de fluxo
laminar, a drea de manipulacao asséptica deve possuir bicos
de Bunsen ou lamparinas para a esterilizacao dos instrumentos
durante o trabalho. Esta sala deve ser mantida sempre fechada
e com entrada restrita.
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Area de incubacédo das culturas ou sala de crescimento

Esta area é reservada para que os explantes, em
condicdes controladas de temperatura, luz e fotoperiodo pos-
sam desencadear processo de crescimento e morfogénese até
a diferenciacao em plantas completas. Deve ser um local que
facilite o controle de luz e temperatura (média de 25-26 °C) e
fotoperiodo, normalmente de 16 h luz/8 h escuro.

Estas condicdes podem ser obtidas através de salas
aclimatizadas, controlando-se a temperatura com ar condicio-
nado e fornecimento de luz através de lampadas fluorescentes
branca-fria (comum) e/ou grow-lux (especial). O sistema de
refrigeracao precisa controlar a temperatura para que nao se
eleve acima de 30°C e abaixo de 15°C. Esta sala deve possuir
estantes metalicas para apoio dos frascos, onde sao instaladas
as lampadas. Sao geralmente estantes de aco, e as lampadas
sao fixadas na parte inferior da prateleira, distanciadas 40 cm
a 50 cm entre si.

Dependendo do mecanismo de regeneracao de planta
e da espécie, em alguns casos é necessario incubacao de cultura
no escuro através do uso de cdmara do tipo Biosystem Organi-
zed Development-BOD, ou de salas aclimatizadas na auséncia
de luz, além das culturas de células em suspensao, que deve
ser feita sob agitacdo. Os agitadores devem estar instalados
dentro da sala climatizada.

Area de observacido e exame das culturas

Para um laboratério de producdao de mudas pode
ser dispensada, entretanto para pesquisa é necessdria, para
observacao de 6rgaos e tecidos como meristemas, embrides,
células, protoplastos, calos. Para tanto, sao necessarios mi-
croscopios estereoscépios, composto e invertido. Se possivel

devem possuir uma camara fotografica acoplada.
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Area para aclimatacéo das plantas

Antes das plantas produzidas em laboratério serem
levadas a campo, precisam passar por um processo de adap-
tacado. Para tal, é necessario que anexo ao laboratério estejam
disponiveis casa de vegetacao, telados ou estufas de plastico,
que permitam a instalacdao de cdmaras Umidas. O ambiente
deve ser saturado de umidade através de sistema de irrigacao
por nebulizacdo intermitente. Para a aclimatacao, as plantas
devem, preferencialmente, ser transferidas para substratos
estéril, individualizadas em saquinhos de plastico, copos de
plastico, bandejas de isopor ou bandejas de plastico sob condi-
coes iniciais de baixa iluminacao, inicialmente, sombrite a 70%
e, posteriormente, a 50%. No mercado, existem substratos
comerciais como plantmax, plantagro, etc., substratos usados
para plantas ornamentais e outros que podem ser utilizados.

Quando da instalacdo do laboratério, o mais impor-
tante é a disposicao das diversas areas e equipamentos, de
modo a tornd-lo o mais funcional possivel, facilitando a mo-
vimentacdo de pessoal e materiais, mas com acesso restrito
e circulacao de pessoas as areas de manipulacdo asséptica e
incubacao das culturas.

MANUSEIO DE EQUIPAMENTOS

No manuseio dos equipamentos, ler com atencao o
manual antes do seu uso. Seguir as orientacdes dos fabricantes
com a finalidade de uma boa conservacao dos equipamentos
e evitar acidentes.

Balanca analitica de precisdo - ndo utilizar recipientes
para pesagem das substancias quimicas cujo peso seja préximo
ao da capacidade méxima da balanca. Apds o uso, limpar para
evitar residuos que danifiguem a balanca, preferencialmente,
manter a balanca sempre ligada.
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pH metro - na medicao do pH, utilizar sempre um
agitador magnético para homogeneizar a solucao. Atentar para
a limpeza dos eletrodos.

Autoclave - verificar antes do funcionamento do
aparelho o nivel d’agua. Nao autoclavar por tempo maior que
o indicado. Evitar o uso do autoclave desnecessariamente,
planejar as quantidades de materiais a serem autoclavados de
acordo com a sua capacidade. Abrir logo o autoclave, assim
que a pressao chegue a zero, para auxiliar o resfriamento.

Fluxo laminar - a assepsia do equipamento com al-
cool deve ser a 70%, acima desta concentracao pode provocar
incéndios. O fluxo laminar deve ser ligado preferencialmente, 15
a 20 minutos antes do uso. Apds a utilizacao, fazer a assepsia
do mesmo.

Estufa - na secagem das vidrarias, evitar colocar
na estufa vidrarias com excesso de dgua. Quando a estufa
estiver esterilizando, ao abrir desligue-a, utilizando o sistema
liga-desliga, para melhor conservacdo da mesma. Materiais es-
terilizados devem ser retirados para proporcionar espaco para
nova esterilizacao.

Agitador magnético - preferencialmente as solucoes
devem ser preparadas em erlenmeyer ou becker, facilitando o
manejo durante a operacdao de homogeneizacao.

Placa aquecedora ou ebulidor - na preparacao do
agar, observar a diluicdo do mesmo. Excesso no tempo de pre-
paracao do agar, este pode nao mais solidificar.

Lupa binocular - atentar para a limpeza das lentes,
antes da utilizacao na camara de fluxo laminar. Fazer a assepsia
com alcool a 70%, utilizando algodao levemente umedecido.

19



COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura tém por objetivo suprir as exi-
géncias das plantas quanto aos nutrientes, visando atender as
condicoes do explante no seu crescimento in vitro. As subs-
tancias quimicas com estes elementos devem ter um elevado
grau de pureza e de preferéncia na qualidade analitica (p.a.). O
pH dos meios de cultura deve ser ajustado com uso de acido
cloridrico-HCI ou hidréxido de sédio-NaOH, para deixar o meio
no pH desejado. A exigéncia quanto ao pH pode variar de cultivo
para cultivo e de espécie para espécie, porém de uma maneira
geral é corrigido para pH 5,740,1.

O preparo do meio de cultura é uma das etapas
que mais demanda tempo. Por isso, é conveniente e pratico
armazenar os componentes do meio de cultura em solucodes
estoque concentradas. As solucdes estogues devem ser pre-
paradas seguindo rigorosamente as concentracdes indicadas
nos meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), Bs
(Gamborg et al., 1968) e WPM (Lloyd & McCown, 1980). Na
concentracao das solucdes estoque, cada laboratério pode
adotar um sistema particular. Entretanto, deve ser tomado cui-
dado quando do preparo, pois determinados sais nao podem
ser misturados em uma mesma solucao, enquanto que outros
precisam ser mantidos em solucao estoque pura. Considerar
na combinacao das substancias, estabilidade e precipitacao.
Substéancia instavel deve ser preparada isoladamente para evi-
tar a reacao ou precipitacao com outras substancias, ex: Ca x
PO4 ou SO4 e Mg x PO4. Todas as solucbes estoqgues de sais
devem ser mantidas em frascos bem fechados, em geladeiras, a
4-5°C. Enquanto que solucdes estoques de vitaminas devem
ser mantidas em pequenos frascos, sob temperatura abaixo de
zero. Os principais meios de cultura utilizados sdo descritos
a seguir, com suas respectivas solucoes estoques praticadas
no laboratério de Biotecnologia da Embrapa Amazoénia Oriental
(Tabelas 1 e 2).
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Para o preparo das solugcdes de subestoque de
CuS04.5H,0 e CoCl,.6H,0, pesar 250 mg de cada substan-
cia e dissolver em 100mL de agua destilada e autoclavada,
transferir para frascos pequenos e conservar em freezer.

No preparo da solugcdao de FeEDTA, aquecer a so-
lucao de sulfato ferroso (FeS0,.7H,0) e adicionar vagarosa-
mente na solucdo de Na,EDTA.

TABELA 1. Composicdo do meio basico MS (Murashige &
Skoog, 1962).

Concentragao Solugdo estoque {SE)
N2 Composto Y?lgggﬁ?
{mg.L") Concentragdo Mg/1.000mL mg/100mL :

Macronutrientes

1 NHsNOa 1.650 50 X 82.500 8.250 20 mL
KH2PO4 170 50 X 8.500 850

2 KNOa 1.900 50 X 95.000 9.500 20 mL
MgS0+.7H20 370 50 X 18.500 1.850

3 CaClz.2H20 440 50 X 22.000 2.200 20 mL

Fe-EDTA

4 FeS04.7H20 27.8 100X 2.780 278,00 10 mL
NazEDTA 37.3 100X 3.730 373,00
Micronutrientes
MnS0s.4H20 22,3 100X 2.230 223,00
ZnS04.7 H20 8.6 100X 860 86,00
H3BOs 6,2 100X 620 62,00

5 Kl 0.83 100X 83 8.30 10mL
NaMoOQs.2 H20 0.25 100X 25 2,60
CuS04.5 H20 0,025 100X 2,56 0.25
CoCI.6H20 0,025 100X 2,5 0.25
Vitaminas {mg/100mL}  (mg/10mL}
Tiamina - HCI 0,10 500X 5,00 0.50
Piridoxina — HCl 0,50 500X 25,00 2,50

6 Acido nicotinico 0,50 500X 25,00 2,50 2mL
Glicina 2,00 500X 100,00 10,00
Mio-inositol 100,00 500X 5.000,00 500,00
Fonte carbono
Sacarose 30.000 3%
PH 5.8

Obs. Os macronutrientes podem ser pesados em balanca de pesagem rdpida com
aproximacéao de 0,1g.
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A solucao de vitamina deve ser conservada em
frascos pequenos em freezer.

TABELA 2. Composicdo do meio basico B; (Gamborg et al.

1968,).
N Composto Concentragao Solugdo estoque {SE) Volume (SE)
(mg.L")  Concentragio Mg/1.000mL mg/ioomt 1900 ™t

Macronutrientes
(NH4)2504 134,0 50 X 6.700 670

1 KNO» 2.500,0 50 X 125.000 12.500 20 mL
MgSQs4.7H20 250,0 50 X 12.500 1.250
NaH2P04.H20 150.0 50 X 7.500 750

4 Fe-EDTA

MS FeS04.7H20 27,8 100 X 2.780 278 20 mL
Na2:EDTA 37.3 100 X 3.730 373

3 Calcio '

MS CaCl2.2H20 150 50 X 7.500 750 20/6,82mLMS
Micronutrientes
MnS0Q4. H20 10 100 X 1.000 100
ZnS04.7 H20 2 100 X 200 20

5 HiBOa 3 100 X 300 30 10 mL
KI 0,75 100 X 75 7.5
NaMoOa.2 H20 0,25 100 X 25 2,5 10 mL
CuS0a4.5 H20 0,025 100 X 2,5 0,25
CoCl.6 H20 0,025 100 X 2,5 0,25
Vitaminas {mg/100mL})  (mg/10mL)
Tiamina HCI 10 500 X 500 50

6 Piridoxina HCI 1 500 X 50 5 2mL
Acido nicotinico 1 500 X 50 5
Mio-inositol 100 500 X 5.000 500
Fonte carbono
Sacarose 20.000 2% 2.000
pH 5,8
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No calculo da concentracao das solucdes, pode ser
utilizada a seguinte férmula:

V,.C, = V,.C,; onde: V,- volume a ser diluido (inicial)
V;- volume desejado (final)
C,- concentracdo da solucdo estoque
C,- concentracéo desejada
Ex: Preparar 100 mL de meio de cultura contendo
2mg.L" de acido indolbutirico (AIB). A solucéo estoque de AIB
tem uma concentracdo de 10mg.L".

VA— volume desconhecido (inicial); VB— volume final
(100mL)

C,- concentracdo da solucdo estoque de AIB

(10mg.L™")
C,- concentracéo desejada (2mg.L")

V, x 10 = 100 x 2, onde V, = 20mL

- Solucéao de hidréxido de potassio (KOH) a TN (um normal)

Pesar 5,6g de KOH e diluir em 100mL de dgua desti-
lada. Tomar 50mL da solucéo, retirar 25ml para 0,5N; 12,5mL
para 0,25N e bmL para 0,1N. Em seguida completar todas as
solucdes para 50mL.

- Solucéao de éacido cloridrico (HCI) a 1N

Toma-se 8,3 mL da solugado padrdao e completa-se
para 100mL com agua destilada. Para obter 0,5; 0,25 e O, 1N,
o procedimento € igual ao da solucao de hidréxido de potassio.

- Solucéo de Fe EDTA
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Dissolver 3,75g de Na, EDTA em 500mL de agua
destilada. Dissolver 2,78g de FeS0,.7H,0 em 500mL de agua
destilada. Em seguida, juntar as solucoes de FeS0O,.7H,0

lentamente com a de Na, EDTA em um baldo volumétrico
de 1000mL..

DEFINICOES QUIMICAS:
PESO MOLECULAR E MOLARIDADE

Compostos e sais - um composto é uma Unica
substancia composta de atomos de dois ou mais elementos.
Um sal é um composto que em solucdo produz outros ions,
quer hidrogénio (H*) ou hidroxila (OH).

lons - Um _ion é um atomo ou grupo de atomos
que carrega uma carga elétrica positiva ou negativa.

Peso molecular - A féormula quimica ou peso
molecular de um composto quimico é a soma dos pesos
atdbmicos dos elementos do qual estd composto.

Simbolo quimico Peso atdmico  Nuamero de 4&tomos Peso
P K 39,102 1 39,102
N 14,0067 1 14,0067
15,9994 3 47,9982
Peso molecular 101,11

A férmula quimica do nitrato de potassio é KNO,.
Esse é composto de um atomo de potdssio, um atomo de
nitrogénio e trés atomos de oxigénio. O peso molecular é
calculado a seguir:

O peso molecular de um composto é expresso em
gramas. Também é conhecido como um mole grama ou mole
(abreviado para mol). Assim, um mol de KNO; tem uma mas-
sa de 101,1g.
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Uma solugdo molar é preparada dissolvendo um mol
de uma substancia (soluto) em um solvente suficiente (dgua no
caso de meio de cultura) para fazer um litro de solucao. Assim,
molaridade é o nimero de moles de um composto dissolvido
em um litro de solucdo. Portanto, a quantidade de solvente

varia com a massa de soluto dissolvido. Molaridade é ainda
expressada pelo sufixo M. Portanto:

Uma solucdo de 101,1g de KNO, em um litro de
agua contém 1 M;

Uma solucédo contendo 1/1000 (103 mol por litro
contém 1 mM;

Uma solucdo contendo 1/1000000 (10°¢) mol por
litro contém 1 uM;

1T mM (10°M) de solucdo de KNO, contém
0,1011g.L"ou 101,1 mg.L".

Se 3 mg.L"' de acido 2,4 diclorofenoxiacético
(2,4-D) induz a formacao de calos para a mesma dimensao como
2,5 mg.L" de acido indolacético (AlA), qual é a mais efetiva
auxina? O peso molecular de 2,4-D é 221,04 e de AlA, 175,19.

2,4-D: TM---221,04gL"=1uM— 0,00022104g.L" = 0,22104mg.L’

1uM— 0,22104mg.L" AlA: 2,5mg.L" =
14,27uM
X 3mg.L" x = 13,57uM 0,17519mg.L"

A auxina mais efetiva é 2,4-D, porque um menor
numero de moléculas é envolvida.

Como transformar uM em mg e vice-versa através
de férmula.

Célculo: PM x uM x 10° = mg 3mg de 2,4-D em uM
221,04 x uM x 102 = 3mg = uM =3000/221,04 = 13,57
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TECNICAS DE ASSEPSIA

Explante - apds ter sido selecionado o explante,
procede-se a sua desinfestacao superficialmente, uma vez
que no meio de cultivo podem crescer microorganismos prin-
cipalmente, bactérias e fungos, competindo vantajosamente
com o explante. No processo de desinfestacao, tem sido uti-
lizado véarios compostos como hipoclorito de sédio (NaOCI) e
de célcio (CaOCl), em concentracdes que variam de 0,5% a
3%, dependendo do tipo de explante. Alcool sob diferentes
concentracoes, termoterapia e outros associados ou nao e sob
diferentes tempo de imersao dos explantes, em geral de 10 a
30 minutos, tem sido utilizados. Posteriormente, procede-se a
lavagem dos explantes por trés a cinco vezes em agua destilada
esterilizada. Um procedimento geral para preparar o explante é
apresentado a seguir:

1- lavar o explante em agua e sabao, em seguida
em agua corrente, ou

2- lavar o explante em agua corrente por um periodo
de 1 a 3 horas.

3- colocar o explante em termoterapia (45°C) por
um periodo de 10 minutos, ou

4- lavar em alcool a 70% por 5 segundos, ou

b- imergir o explante em uma solucdo de NaOCI a
0,6% mais duas gotas de Tween-20 ou detergente comercial
para 100mL de solucédo por 10 minutos, sendo 5 minutos em
agitacao e o restante sob a capela de fluxo laminar.

6- lavar de trés a cinco vezes o explante em agua
destilada esterilizada. Em seguida, transferir o explante para o
meio de cultura. Obs. os itens 1, 3 e 4 serdo utilizados prefe-
rencialmente em explantes provenientes diretamente do campo.

Recomenda-se instalar um experimento preliminar
sem reguladores de crescimento e com a metade da concen-
tracao dos sais para teste de assepsia dos explantes antes da
instalacao final do experimento.
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Vidrarias - toda vidraria deve ser enxaguada com
detergente, lavada em agua comum e em seguida em agua
destilada, preferencialmente, de um dia para outro. Vidrarias
utilizadas na incubacao dos explantes devem ser antes da la-
vagem, autoclavadas.

Salas - devem estar sempre limpas. A sala de preparo
dos meios de cultura deve ser limpa com sabao diariamente,
com um pano Umido no chao. As demais salas, semanalmen-
te. A fumigacao deve ser realizada nas salas de crescimento e
transferéncia quando ocorrer a presenca de formigas, acaros
ou pulgdes.

Pessoal - a higiene pessoal (cabelo, barba, unhas,
etc.), sapatos, aderecos (relégios, colar, anel, etc.) devem ser
retirados na sala de transferéncia, quando o operador estiver
manipulando na capela de fluxo laminar. Recomenda-se durante
a operacao, utilizar luvas, mascara e jalecos.

Esterilizacdo - os meios de cultura, em geral, sao
autoclavados de 15 a 20 minutos a 121°C, porém materiais
contaminados devem ser autoclavados por 30 minutos.

ESCOLHA DO EXPLANTE

O explante é um fragmento do tecido da planta co-
locado dentro do meio de cultura. Qualquer parte do tecido da
planta pode ser usado como explante (Figura 4). A escolha do
explante, é determinado pelo objetivo final do projeto da cultura
de célula. Na escolha do explante observar o estado fitossani-
tario, fisioldgico e nutricional da fonte doadora in vivo. Atentar
para a localizacdo, explantes muito lenhosos nao induzem a
regeneracao e sao mais facilmente contaminados, quanto mais
jovem o explante, melhores serdao os resultados.
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Para induzir a propagacédo, utilizar segmentos
caulinares, gemas apicais e axilares e embrides somaéaticos.
Na inducao de calos, folhas e segmentos caulinares sdo os
mais utilizados.

Meristema

Gema apical

Peciolo
Folha

Gemalateral

Caule

Cotilédone

Hipocétilo

Raiz

Figura 4. Fonte de explantes.

INDUCAO DE CALOS

Como primeiro passo em varios experimentos de
cultura de tecidos, é necessério induzir a formacao de calos
a partir de explante primario. Este explante deve ser um
“seedling” germinado assepticamente ou superficie esterili-
zada de raiz, segmento caulinar, folhas ou estruturas
reprodutivas. O calo é um tecido produzido em resposta a
uma injuria fisica ou quimica. Nem todas as células em um
explante contribuem para a formacido de calos, o mais im-
portante é que existem certos tipos de células de calos que
sao competentes para regenerar estruturas organizadas, en-
quanto outros tipos de células ndo parecem ser competen-
tes para expressar a totipotencialidade. Antes uma selecéo
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visual é usualmente necessdéria para selecionar o tipo de célula
que é regeneravel. A formacao de calos é controlada pelo nivel
de regulador de crescimento (auxina e citocinina) no meio de
cultura.

A concentracdao dos reguladores de crescimento
pode variar para cada espécie de planta e pode ainda depender
da fonte do explante ou da planta individual. As condicdes de
cultura (temperatura, luz, etc.) sdo também fatores importantes
na formacao e no desenvolvimento de calos. Uma vez estabe-
lecida, a cultura de calos deve ser usada para uma variedade
de experimentos. A cultura de calos sera usada para estudar:
isolamento de protoplastos, tipos de células, selecao celular,
embriogénese somatica, organogénese e a producao de produ-
tos secundarios.

Dentre os reguladores de crescimento mais utilizados
na inducao de calos destacam-se o 2,4-D, ANA (acido naftaleno
acético) e atualmente o TDZ (thidiazuron) em concentracoes
maior que 1uM. O meio sélido de cultivo é o mais utilizado,
porém para o cultivo de células em suspensdao o meio liquido
sob agitacao é o mais viavel. A escolha e a posicao do explan-
te no meio de cultura sado fatores que devem ser considerados
conforme a Figura 5.

'I' T

[va]

—

Y~

Figura 5. Posicdao do explante de hipocdtilo de seedling.
T = topo; B= base.

—]
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CULTIVO DE CELULAS

No cultivo de células em suspensao, levar em con-
sideracdo o tipo de calo a ser utilizado. Os calos devem ser
do tipo fridvel, sem sinais de oxidacao e/ou envelhecimento.
Primeiramente, sdao obtidos os calos, apds trés subcultivos a
intervalos de trés a quatro semanas no mesmo meio e condicoes
de cultura, esses sao transferidos para um meio liquido em er-
lenmyers contendo 30 mL do meio de cultura. Posteriormente,
sao colocados em uma mesa de agitacao com uma velocidade
que vai depender dos objetivos, ou seja, para producao de
metabdlitos secundarios, utilizar de 50 a 110 rpm sob 6,25 a
12,5 umol.m2.s' de irradiancia.

As células sao cultivadas de trés a quatro semanas,
dependendo da espécie, quando sao subcultivadas pelo mesmo
periodo. A curva de crescimento é determinada através do peso
das células obtido a intervalos de trés a quatro dias durante
um periodo de 28 a 36 dias, dependendo da espécie. Primeira-
mente, é determinado o peso fresco e em seguida, as células
sdo colocadas em estufa a 45°C durante 24 horas, e logo apds,
estimado o peso seco.

O percentual de crescimento é determinado sub-
traindo o peso da matéria fresca final (PF) do peso da matéria
fresca inicial (PI), dividindo este valor pelo peso da matéria fresca
final e multiplicando o resultado por 100, através da férmula
[(PF - PI) +PF] x 100.

De posse dos dados, o grafico da curva de cresci-
mento é obtido podendo ser identificadas as diferentes fases
distintas que proporcionarao uma curva de crescimento do tipo
sigmdide.

A Figura 6 mostra um exemplo da curva de cresci-
mento da erva-baleeira (Cordia verbenacea — Boraginaceae).
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Figura 6. Curva de crescimento de células em suspensao de

Cordia verbenacea a partir do peso fresco e seco
(A) e do percentual de crescimento (B).
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PROTOCOLOS DE MICROPROPAGACAO DESENVOLVIDOS
E UTILIZADOS NO LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
DA EMBRAPA AMAZONIA ORIENTAL

MICROPROPAGACAO DE BANANEIRA (Musa spp. -
Musaceae)

Muitos trabalhos tém apresentado que apices ve-
getativos de varios clones de Musa sao muito responsivos a
técnica de multiplicacao de brotacdes in vitro, caracterizando-
-se como uma técnica favordvel a propagacao clonal rapida de
varios clones comercialmente importantes.

No Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Ama-
z6nia Oriental, as cultivares freqlientemente micropropagadas
de banana sdo: Yangambi (Caipira), Prata Ana, Thap Maeo,
Fhia-01, PV 0344, PV 0376, Pioneira e Zulu.

Para a producao de mudas de bananeira através da
biotecnologia, as seguintes etapas devem ser desenvolvidas:

Multiplicacado de brotos

A principal fonte de explantes sao plantas pequenas
(tipo chifre) a partir da qual sdao extraidos os apices caulina-
res. O preparo do explante é realizado através da retirada das
bainhas foliares e parte do rizoma até atingir cerca de 50 mm
de pseudocaule, 30 mm de rizoma e 30 mm de didmetro. Em
seguida, sdo imersos em &lcool 70% (v/v) por cerca de um
minuto. Posteriormente, sdo submetidos ao tratamento de as-
sepsia com hipoclorito de sédio NaOCI (1-2 %), dependendo
das condicdoes do material, com algumas gotas de Tween 20
(0,01% v/v) durante 15 minutos. Apds, sob camara de fluxo
laminar asséptica, sdo lavadas cinco vezes com agua destilada
esterilizada.
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Apo6s as lavagens com auxilio de pincas e bisturis,
sao reduzidos a 10 mm de pseudocaule e 5 mm de rizoma e
inoculados em meio de cultura MS solidificado a 0,7 %, contendo
2,5 mg.L" de BAP, Polivinilpirrolidone — PVP a 0,1% e sacarose
a 3% sob condicoes de temperatura de 26+2 °C, baixa ilumina-
¢do (12 umol.m2.s' de irradiancia) e fotoperiodo de 16h luz/dia.
Apds duas a trés semanas sao transferidos para novo meio de
cultura com BAP (4,5 a 5,0 mg.L") sob condicdes semelhantes,
mas com iluminacdo de 25 pmol.m?2.s! de irradiancia, porém
faz-se previamente uma limpeza através da excisdo de parte do
tecido oxidado e bainha de folhas desenvolvidas.

A proliferacdao de brotos ocorre, e a cada quatro
a seis semanas sao realizados de quatro a cinco subcultivos,
individualizando os brotos e cultivando-os no mesmo meio de
cultura e condicdes ambientais. Normalmente, ndo é necessario
o alongamento de brotos e estes sao transferidos diretamente
para enraizamento.

Enraizamento de brotos
“In vitro”

Os brotos sao cortados (2,0 cm a 3,0 cm de pseudo-
caule e rizoma) e transferidos para o meio MS com a metade de
concentracao de sais (MS/2) com sacarose 3% sob as mesmas
condicOes anteriores de cultivo.

“Ex vitro”

Nesse processo, os brotos mais desenvolvidos sao

transferidos diretamente para bandejas ou copos descartaveis

contendo o substrato que sera usado durante a aclimatizacao
das plantas.
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Aclimatizacao das plantas

As plantas sao inicialmente transferidas para bande-
jas ou copos descartaveis com substrato comercial ou solo (terra
preta) mais vermiculita, na proporcao de 2:1, permanecendo
sob condicdes de umidade saturada e baixa iluminacao de trés
a cinco dias, para, em seguida, serem transferidas para sacos
de plastico sob casa de vegetacao, nos quais a partir de trés
meses ja é possivel levar para campo.

Embora seja eficiente a propagacéao rapida da bana-
neira superando os métodos tradicionais e com uma taxa de 20
a 40 mudas por rizoma tratado a cada 120 dias (Lameira, 1992)
é recomendavel somente para uso por pequenos produtores.

MICROPROPAGACAO DE ABACAXIZEIRO (Ananas
comosus (L.) Meer - Bromeliaceae)

A micropropagacao do abacaxizeiro no Laboratério
de Biotecnologia da Embrapa Amaz6nia Oriental é realizada com
as cultivares: perolera, primavera e cabeca-de-onca, todas sem
espinhos e resistentes a fusariose.

Estabelecimento e multiplicacdo de brotos

A partir de plantas de abacaxizeiro, perfilhos ou co-
roas, sao retiradas as folhas e, as gemas axilares sao excisadas
do caule e inoculadas em meio MS completo com 1,0 mg.L" de
BAP para estabelecimento. Com cerca de quatro a seis semanas
as gemas estabelecidas e entumecidas sao transferidas para o
mesmo meio MS solidificado a 0,7 % ou liquido contendo 2,5 a
4,0 mg.L"" de BAP e 0,0 ou 0,5 mg.L " de ANA com sacarose a
3%, cultivadas sob condic6es de temperatura 26 + 2°C, fotope-
riodo de 16h de luz e 8h no escuro, e intensidade de iluminacao
de 25 umol.m2.s" de irradiancia.
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O meio liquido de cultivo geralmente induz uma
menor taxa de multiplicacdo. Entretanto, permite a formacao
de brotos sem a necessidade de transferéncia para um meio
de alongamento.

Alongamento de brotos

Brotos proliferados em forma de roseta sao trans-
feridos para meio MS contendo &cido giberélico (AG,) em con-
centracOes variadas de 0,0 a 5,0 mg.L", com sacarose a 3%
sob as mesmas condicdes anteriores de cultivo de proliferacao
de brotos, dependendo do maior ou menor tempo para atingir
um tamanho favoravel ao enraizamento (com cerca de dois a
quatro pares de folhas).

Enraizamento de brotos

Brotos desenvolvidos devem ser transferidos para
meio de cultura, sélido ou liquido, com a metade dos sais de MS,
vitaminas, sacarose a 3%, agar 0,7 % sem regulador de cresci-
mento ou com uma concentracdo de 0,25 a 1,0 mg.L'de AIB.

Aclimatacdo das plantas

As plantas ao serem retiradas dos frascos devem ser
bem lavadas para retirar todo o residuo de acucar e transferidos
para copos de plastico ou bandejas sob substrato comercial or-
ganomineral (Plantmax HS ou similar) ou substrato composto de
terra, serragem e matéria organica (2:1:1 v/v), sob condicées de
70% de iluminacéo e umidade saturada nos primeiros cinco dias.
Apos este periodo, a umidade diminui e a iluminacao aumenta para
50%, permanecendo sob estas condicdes até desenvolverem
novas folhas e ficarem mais resistentes. Apds apresentarem um
desenvolvimento normal, podem ser transferidas para sacos de
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plastico ou permanecerem em bandejas para 24 células e
com cerca de trés a quatro meses é possivel levar para o
campo.

MICROPROPAGACAO DE IPECACUANHA (Phsychotria
ipecacuanha Stokes)

A micropropagacao constitui uma metodologia efi-
ciente para a multiplicacao de plantas de ipeca em curto espaco
de tempo. Trabalhos desenvolvidos por Lameira et al. (1994);
Costa, (1995); Lameira et al. (1997) mostram essa eficiéncia.

Estabelecimento e multiplicacao

Fonte de explantes - a partir de plantulas obtidas
por enraizamento de estaca de raiz em condicoes de casa de
vegetacao ou em camaras instaladas em salas assépticas. O
explante utilizado para cultivo é o segmento internodal.

Assepsia - lavar os explantes em hipoclorito de sédio
a 1,5% durante 15 minutos, em seguida sob fluxo laminar, lavar
quatro vezes em agua destilada e autoclavada.

Meio de cultura — Bb, solidificado com 0,7% de
agar, complementado com 0,11 uM de BAP na cultura inicial
e no meio de cultura de MS, com a mesma concentracdo nas
subculturas para a producao de brotos, durante quatro semanas.

Condicdes de cultivo - em 16 h luz de fotoperio-
do sob 25 umol.m?2.s" de irradidncia, em temperatura de 26
+ 1°C.

Alongamento de brotos
O alongamento objetiva acelerar o crescimento dos

brotos em forma de rosetas. Utilizar o meio MS, complementado
com 0,01 uM de AG, durante cinco dias.
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Enraizamento

O enraizamento é obtido no meio de cultura MS,
complementado com 0,61 uM de AIB, durante uma semana
de cultivo, ap6és transferir para o meio MS/2 sem regulador de
crescimento.

Aclimatacéao

Apds a formacao das plantulas, transferir para uma
casa de vegetacao ou telado, contendo irrigacao por nebulizacao
e sombreamento de 70% da radiacao solar. Apés duas semanas,
transferir para bandejas ou sacos de plastico em condicoes de
sombreamento em torno de 50% e com irrigacdo semelhante
a anterior.

MICROPROPAGACAO DE PIMENTA-DO-REINO (Piper
nigrum L.)

A utilizacao das técnicas de cultura de tecidos co-
loca a disposicao alternativas para incremento da producao de
mudas de pimenta-do-reino isentas de patégenos.

Fonte de explantes — Plantulas germinadas “in vitro”.

Explante para cultivo — Inicialmente apice caulinar, a
partir do primeiro subcultivo sao utilizados também segmentos
nodais.

Assepsia — As sementes maduras devem ser despol-
padas, lavadas em agua corrente e sabao neutro. Para desinfes-
tacao, deve ser usado alcool 70% por um minuto e hipoclorito
de sdédio a 2,0% durante 15 minutos, sob fluxo laminar. Em
seguida, lavar quatro vezes em agua destilada autoclavada.

Meio de cultura para estabelecimento — Meio MS
suplementado com 1,0mg.L" de AIA durante dez dias.
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Meio de cultura para proliferacao de brotos - Meio
MS suplementado com 2,5mg.L"' de BAP.

Condicdes de cultivo - Em 16 h luz de fotoperiodo
sob 25 umol.m2.s" de irradiancia, em temperatura de 26 + 1°C.

Alongamento — Quando necessério, utilizar somente
MS suplementado com 0,3mg.L" de AG.,.

Fase de enraizamento — Meio MS complementado
com 0,5 mg.L" de ANA.

Aclimatacdo - As plantulas formadas devem ser
lavadas e colocadas em bandejas de plastico ou isopor com
substrato organomineral (Plantmax HS ou similar). Transferir
para casa de vegetacao ou telado com irrigacao por nebuliza-
cao e 70% de sombreamento. Transferir para saco de plastico
quando as mudas atingirem 15 cm de altura.

MICROPROPAGACAO DE CURAUA (Ananas erectifolius)

A propagacao vegetativa utilizando técnicas de cul-
tura de tecidos pode ser um valioso instrumento na propagacao
clonal rapida de mudas de curaua, em larga escala. No caso do
curaud, é possivel em cinco meses serem obtidas 625 mudas
a partir de apenas uma gema cultivada “in vitro”, enquanto
que pelo método convencional, uma planta adulta é capaz de
produzir no maximo 40 mudas por ano.

Fonte de explantes — Plantas adultas de campo.
Explante para cultivo — Gemas axilares.

Assepsia — As gemas axilares devem ser lavadas em
agua corrente e sabdo neutro por 30 minutos. Para desinfesta-
cao, utilizar alcool 70% por um minuto e hipoclorito de sédio
a 2,5% durante 15 minutos em agitacao, sob fluxo laminar.
Em seguida, lavar quatro vezes em agua destilada autoclavada.
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Estabelecimento — Meio MS sem regulador de cres-
cimento.

Proliferacdo de brotos — Meio MS suplementado com
concentracdes que variam de 0,5 a 2,0mg.L" de BAP, alternado
com cultivo em meio MS sem regulador de crescimento.

Condicées de cultivo — em 16 h luz de fotoperiodo
sob 25 umol.m2.s" de irradiancia, em temperatura de 26 + 1°C.

Alongamento — Quando necessario, utilizar somente
a metade da concentracdo dos sais do meio (1/2MS).

Fase de enraizamento — Meio (1/2MS), ndo neces-
sitando de regulador de crescimento.

Aclimatacao — As plantulas formadas devem ser la-
vadas e colocadas em bandejas de plastico ou isopor com plant-
max. Transferir para casa de vegetacao ou telado com irrigacao
por nebulizacdo, com 70% de sombreamento. Transferir para
saco de plastico quando as mudas atingirem 20 cm de altura.
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