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Apresentacao

Um dos principais desafios enfrentados pela sociedade é a producéao

de alimentos para atender a demanda decorrente do crescimento
populacional. Dentre as técnicas agricolas que podem ser adotadas para
aumentar a producao de alimentos, destaca-se a producdo de mudas, uma
vez gue estas se constituem em componente critico, pois é a partir de
mudas de melhor qualidade que determinada cultura poderd alcancar maior
produtividade.

Assim, a producao de mudas in vitro pode ser uma alternativa. Porém,

a técnica, apesar de apresentar vantagens como uniformidade genética
das plantas, gerar mudas livres de doencas e reducao de gastos com
agroquimicos, ainda tem custo elevado, o que inviabiliza a sua utilizacao
em larga escala, principalmente quando se considera pequenos produtores.

Uma das formas de tornar a producdao de mudas in vitro mais acessivel é
o desenvolvimento técnicas que reduzam os custos ao longo da producao
sem alterar, contudo, a sua eficiéncia. Enfim, sem comprometer a
qualidade das mudas.

Este trabalho apresenta alternativas que podem contribuir para a reducao
de custos no processo de producao de mudas in vitro. Substituicdo

de componentes do meio nutritivo, substituicdo da autoclavagem pela
esterilizacdo quimica do meio nutritivo e utilizacao de biorreatores de
imersao tempordria sao algumas das alternativas abordadas na publicacao.
Trata-se de uma boa fonte informacéao para aqueles que desejam ampliar
seus conhecimentos acerca do tema, que deve ser amplamente discutido,
pois é aderente a um dos nossos maiores desafios: a producao de alimentos
em complexos cenérios climéaticos.

Natoniel Franklin de Melo
Chefe-Geral da Embrapa Semiarido
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Alternativas para a Reducao
de Custos na Producao de
Mudas In Vitro

Juliana Martins Ribeiro; Marcio dos Santos
Teixeira Pinto; Silvio Lopes Teixeira

Introducéo

A propagacao comercial de plantas em laboratério teve inicio na década
de 1970, com producdo mundial estimada em 500.000.000 plantas
por ano naquela época (GONZALEZ, 1998; PEREZ, 1998). No Brasil, a
producao comercial de mudas em laboratério é realizada por instituicoes
como, a Biofabrica de Cacau e a Campo Biotecnologia, especializada

na producao de mudas de banana (Musa spp.), ambas na Bahia;

pela biofadbrica do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE), em Pernambuco, especializada na micropropagacao de cana-
de-aclcar (Saccharum officinarum L.); a Bioteca, no Mato Grosso,
especializada na propagacao in vitro da teca (Tectona grandis); a
Aracruz Celulose, no Espirito Santo, especializada na micropropagacao
de eucalipto (Eucalyptus spp.); a Campo Biotecnologia Vegetal, em
Paracatu, Minas Gerais, que foi criada com o objetivo de fomentar a
fruticultura nacional, por meio da producdo de materiais propagativos
de alta qualidade genética e fitossanitéaria, entre outras.

Segundo Cabral (2010), somente no primeiro semestre de 2010, foram
produzidas pela Biofabrica de Cacau na Bahia, aproximadamente,
1.694.131 mudas, entre cacau clonal, cacau seminal; frutiferas

como: acaizeiro (Euterpe oleraceae Mart.), cupuacuzeiro (Theobroma
grandiflorum), graviola (Anona muricata L.), pitangueira (Eugenia
uniflora L.), goiabeira (Psidium guajava), pinha (Annona sp.), jenipapeiro
(Genipa americana L.) e cajazeira (Spondias mombin L.), além de
esséncias florestais. Desse total, foram comercializadas mais de 630
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mil plantas. Em 2009, foram produzidas 1.991.680 e vendidas 1.145.514
mudas. O elevado nimero de mudas produzidas deve-se, principalmente,
a obtencao de plantas completamente livres de doencas e pragas, que é
uma vantagem que favorece o comércio de plantas desta origem.

Mesmo sendo uma tecnologia com vérias vantagens, a producéo de
mudas in vitro ainda apresenta um custo de producao elevado, o que
torna necessario a busca por alternativas voltadas a reducao do custo
final da muda. Algumas medidas consideradas importantes para tornar
uma biofabrica mais econémica sdo: a substituicdo da técnica de
autoclavagem por outra mais econdmica, o uso da luz solar na iluminacéao
da sala de crescimento de plantas (PONCE et al., 2000) e a substituicdo
de reagentes para analise (PA) por aqueles de menor custo. Kodym e
Arias (2001) afirmam que apenas com a utilizacdo da luz natural e a
substituicdo de alguns reagentes no meio de cultura por produtos de
menor custo, pode haver uma reducao de até 90% no custo de produgao
dos laboratérios produtores de mudas.

Neste contexto, a busca por opcdes a fim de reduzir os custos
relacionados com a producao de mudas em laboratério tem incentivado a
realizacao de pesquisas. Baseando-se na importancia da técnica de cultivo
in vitro para a producao de mudas de qualidade, este trabalho apresenta
algumas consideracoes acerca da reducao do tempo e dos custos de
producao de mudas em laboratério, de modo a tornar a técnica mais
exequivel comercialmente.

A Cultura de Tecidos Vegetais

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica que consiste no cultivo de
plantas ou partes de plantas, tais como 6rgaos completos, tecidos ou células
em condicdes in vitro. E uma forma de multiplicacdo assexuada que se baseia
na teoria da totipoténcia celular, segundo a qual os seres multicelulares
possuem em cada uma de suas células toda informacao genética necessaria
para a formacado de um individuo completo (RIBEIRO; BASTOS, 2008;
RIBEIRO et al., 2010). A producédo de mudas em laboratério oferece uma
série de vantagens, tais como (RIBEIRO et al., 2010):

e Possibilidade de multiplicacao em larga escala e em curto espaco
de tempo de plantas que se propagam apenas pelas técnicas
convencionais.
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e Utilizacao de espaco reduzido para a obtencado de grande
guantidade de plantas.

e Obtencao de plantas completamente livres de doencas e pragas.

e Independéncia quase completa das condicdes ambientais
externas.

e Elevada precisao no estabelecimento de cronogramas de
producao e comercializacao.

e Elevada qualidade do produto com relacdo a homogeneidade e
vigor das plantas obtidas.

Por meio desta técnica, as plantas podem ser cultivadas em laboratério,
em meio nutritivo especifico, sob condi¢cdes assépticas e ambiente
controlado. E um método de propagacdo vegetativa com o qual se
objetiva, sobretudo, ao aumento do numero de propéagulos, a limpeza
clonal dos explantes e a manutencao de espécies de interesse em
bancos de germoplasma. Apesar de ser considerada uma técnica de
custo elevado, esse tipo de propagacao é altamente desejavel quando
se objetiva, principalmente, a manutencao de determinada caracteristica
na planta e a producdo de mudas de alta qualidade sanitéria (RIBEIRO,
2010; TEIXEIRA et al., 2006; 2008).

Reducao de Custos na Producao de
Mudas in vitro

Substituicdo de Componentes do Meio Nutritivo

Em relacdo aos reagentes para o preparo de meios nutritivos,
normalmente sao utilizados reagentes PA, por conterem quantidades
reduzidas de impurezas, minimizando possiveis influéncias negativas
de outras substancias quimicas na reacado das plantas cultivadas.
Entretanto, grande parte dos componentes dos meios de cultura é
disponibilizada comercialmente, apresentando a mesma concentracao
do nutriente e com baixo custo de aquisicao (RIBEIRO et al., 2012).

Nos casos especificos do nitrato de potassio e de aménio, além de
serem reagentes de custo elevado, podem ser utilizados na producao
de explosivos, fato que torna sua aquisicdo para qualquer finalidade,
inclusive para o preparo de meios nutritivos, dependente de autorizacao
do Ministério da Defesa. Além disso, reagentes com alto grau de pureza
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sdo indispensaveis apenas para estudos de algum fendmeno especifico
in vitro, para a produgao comercial de plantas em laboratérios, tal grau
de pureza nao é necesséario (PRAKASH et al., 2002), uma vez adotadas
técnicas eficientes de esterilizacdo para a eliminacédo destas impurezas.

Na Tabela 1 é apresentada uma comparacao entre valores aproximados
de reagentes PA e sua versdo comercial. Observa-se reducdo de custos
de mais de 90% com a aquisicdo de reagentes comerciais.

Tabela 1. Comparacao de valores entre reagentes PA e sua forma
comercial.

Regantes Valor

Nitrato de aménio PA R$ 120,00 (Kg)
Nitrato de amodnio comercial R$ 1,06 (Kg)
Nitrato de potassio PA R$ 100,00 (Kg)
Nitrato de potassio comercial R$ 3,00 (Kg)
Agar R$ 340,00 (Kg)
Agar comercial R$ 9,00 (Kg)
Sacarose R$ 12,00 (Kg)
Acucar cristal R$ 2,00 (Kg)

Ribeiro e Teixeira (2008a) realizaram experimentos com o objetivo

de reduzir custos em procedimentos de micropropagacao, por meio

da substituicao de nitrato de potassio por salitre potassico, em meio
esterilizado quimicamente com hipoclorito de sédio para o cultivo de
fafia (Pfaffia glomerata). Os resultados obtidos apés trinta dias de
cultivo demonstraram nao haver contaminacao nos meios esterilizados
quimicamente, bem como plantas com maiores comprimentos médios e
biomassa fresca cultivadas nos meios nutritivos nos quais foi utilizado o
salitre potassico em substituicdo ao nitrato de potéassio PA.

O 4&gar, agente gelificante comumente utilizado para o preparo de meios
semissolidos, caracteriza-se por ser um dos componentes de maior custo
dos meios nutritivos (FERRI et al., 1998). Experimentos com o objetivo
de analisar o desenvolvimento das plantas em meios nutritivos utilizando
fontes alternativas ao agar ja foram realizados para diferentes espécies.

Faria et al. (2006) realizaram experimentos com o objetivo de
substituir o 4gar em meios nutritivos para o cultivo de Oncidium baueri
Lindley (Orchidaceae). As andlises estatisticas demonstram que os
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tratamentos contendo esfagno ou areia nao foram indicados para
substituirem o agar, porém, o tratamento com espuma de poliuretano
picada proporcionou um 6timo enraizamento e 6timo desenvolvimento
vegetativo das plantulas, sendo, portanto, uma alternativa eficiente

e de menor custo para a substituicdo do agar na propagacao in vitro
daquela orqguidea.

Costa et al. (2007) avaliaram a acao do agar e sua substituicao parcial
e total pelo amido de mandioca na composicao de meios de cultura

de bananeira (cv. Grand Naine) e abacaxizeiro (Ananas comosus L.)

das cultivares Rio Branco e Quinari. Os autores verificaram que para

0 abacaxizeiro a substituicao total do agar pela fécula proporcionou
resultados similares aos obtidos com o tratamento com agar. Na
combinacao dgar + fécula de mandioca os resultados foram inferiores
aos obtidos com os solidificantes usados isoladamente. Para a
bananeira, o uso isolado ou combinado da fécula de mandioca com agar
nao proporcionou melhora nas taxas de multiplicacao.

Viagané et al. (2007) obtiveram aproximadamente 90% de enraizamento
in vitro do porta-enxerto de Prunus cv. Mr. S. 1/8, quando utilizaram
vermiculita como substituto do agar no meio de cultivo.

A sacarose é o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos. Este
acucar suporta, normalmente, as mais elevadas taxas de crescimento
na maioria das espécies. Entretanto, outras fontes de carbono de menor
custo e que apresentem a mesma eficiéncia que a sacarose sobre o
desenvolvimento das plantas in vitro podem ser utilizadas no preparo
dos meios nutritivos.

Bernardi et al. (2004) avaliaram o efeito de diferentes fontes de carbono
sobre o desenvolvimento in vitro de bananeira cv. Maca. Os autores
observaram que o niumero médio de brotos produzidos em meio contendo
acUcar cristal foi semelhante ao da sacarose PA e superior ao do acucar
mascavo. Houve reducédo de cerca de 50% do custo para a producéo

de 1 L de meio de cultura utilizando acucar cristal como substituto da
sacarose PA, bem como a manutencao da qualidade das mudas.

Ribeiro et al. (2012), no laboratério de Biotecnologia da Embrapa
Semiéarido, avaliaram o efeito do melado de cana-de-aculcar (Saccharum
officinarum L.) sobre o desenvolvimento in vitro de bananeira Maca e
observaram que, embora o meio nutritivo a base de melado nao tenha
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favorecido o desenvolvimento de plantas com maiores nimeros de
folhas quando comparados com o meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), nao houve diferenca significativa para o niUmero médio de raizes
entre eles.

Ribeiro et al. (2013) avaliaram o efeito diferentes concentracoes de
rapadura, em substituicdo aos sais de MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), sobre o desenvolvimento in vitro de bananeira ‘Maca’. Ao final
de 60 dias, nao houve diferenca significativa entre os nimeros médios
de folhas, brotos e raizes e os nUmeros médios de explantes mortos
entre os tratamentos com rapadura e o controle. Exceto para o nimero
médio de explantes oxidados, que foi maior no tratamento contendo
75% de rapadura. Os autores concluiram que meios nutritivos com

até 50% de rapadura em sua composicao, sem reguladores vegetais,
podem ser utilizados em substituicdo ao meio MS para o cultivo in vitro
de bananeira.

Substituicdo da Autoclavagem pela Esterilizacdao Quimica do
Meio Nutritivo

A autoclavagem, procedimento comumente utilizado para a
esterilizacdo de vidrarias, meios de cultura e materiais cirdrgicos em
laboratério (BURGER, 1988), além de ser considerado um processo
dispendioso, por causa do alto custo do equipamento e do elevado
consumo de energia, promove a degradacao de alguns componentes
do meio nutritivo (BALL, 1953; RIBEIRO et al., 2009; STREET; LOWE,
1950). Além disso, a utilizacao da autoclavagem como método

de esterilizacao limita os tipos de frascos de cultura, podendo-se
apenas fazer uso daqueles que suportam altas temperaturas e sao,
consequentemente, mais caros.

Uma nova abordagem que apresenta grande potencial para a reducéao
de custos em micropropagacéao é a adicao de hipoclorito de sédio como
esterilizante quimico do meio nutritivo. Com tal procedimento, objetiva-
se reduzir o tempo para a esterilizacdo de meios nutritivos, reduzir os
custos de manutencao e consumo de energia pelo uso da autoclave,
bem como evitar a degradacao de determinados componentes do meio
de cultura em altas temperaturas durante o processo de autoclavagem
(TEIXEIRA et al., 2006). E um protocolo de fécil execucéo, que
consiste na adicao de uma quantidade reduzida de hipoclorito de sédio
ao meio nutritivo, na dgua utilizada para o preparo do meio, bem como
naquela utilizada para enxaguar toda a vidraria e frascos de cultivo
(RIBEIRO et al., 2008).
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A esterilizacdao quimica de meios nutritivos com hipoclorito de sédio,
além de nao promover a degradacao de determinados componentes do
meio nutritivo e utilizar um produto de facil aquisicao e baixo custo,
possibilita o uso de frascos de plastico para a cultura das plantas.

Além disso, é uma técnica que possui protocolos otimizados para
meios semissolidos e liquidos que podem ser utilizados para diferentes
espécies vegetais (RIBEIRO; TEIXEIRA 2008b) e ndao possui, até o
momento, nenhuma restricdo para seu uso como esterilizante quimico
de meios nutritivos para plantas.

Teixeira et al. (2006) utilizaram hipoclorito de s6dio para a esterilizacao
quimica de meio nutritivo de abacaxizeiro, em substituicdo ao

processo de autoclavagem e, 30 dias apds o cultivo, observaram que

o desenvolvimento das plantas nos meios esterilizados quimicamente
foi superior ao meio autoclavado quanto ao nimero médio de brotos

e biomassa fresca das culturas. Além disso, ndo foram observadas
contaminacdes nos meios esterilizados quimicamente.

Teixeira et al. (2008) utilizaram hipoclorito de s6dio para a esterilizacao
quimica de meio nutritivo de eucalipto, em substituicdo ao processo

de autoclavagem e, 30 dias apds o cultivo, observaram que o
desenvolvimento das plantas nos meios esterilizados quimicamente

foi superior ao meio autoclavado quanto ao comprimento médio de
brotos. Além disso, nao foram observadas contaminacdes nos meios
esterilizados quimicamente.

Matsumoto et al. (2009) utilizaram hipoclorito de sédio para a
esterilizacdo quimica de meio nutritivo e frascos para o cultivo de
banana e observaram que o produto foi eficiente para e esterilizacao
tanto do meio quanto dos frascos.

Ribeiro et al. (2009) realizaram um estudo com o objetivo de
determinar a influéncia das técnicas de esterilizacdo de meios nutritivos
(quimica e autoclavagem) e da concentracdo de sacarose sobre o
desenvolvimento de calos de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, de
modo a obter um procedimento menos dispendioso e mais rapido. Os
resultados obtidos apds 30 dias de cultivo demonstraram nao haver
diferencas significativas no desenvolvimento dos calos entre os meios
autoclavados e esterilizados quimicamente, sendo o fator responsavel
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pela diferenca entre a biomassa fresca dos calos, obtida nos diferentes
tratamentos, resultante apenas da variacao na concentracao de sacarose.
Neste estudo, também ficou comprovado que a autoclavagem do meio
nutritivo promove a degradacao da sacarose, fato que nao foi observado
nos meios esterilizados quimicamente com hipoclorito de sédio.

Ribeiro et al. (2011) utilizaram hipoclorito de sédio para a esterilizacdo
quimica de meio nutritivo de sequoia, em substituicdo ao processo

de autoclavagem, e observaram que, 30 dias apés o cultivo, o
desenvolvimento das plantas nos meios esterilizados quimicamente foi
superior ao meio autoclavado quanto ao nimero médio de brotos. Além
disso, nao foram observadas contaminacdes nos meios esterilizados
quimicamente.

Utilizacdo de Biorreatores de Imersdao Temporaria

A mao de obra no processo convencional de micropropagacao é
responsavel por 60% a 70% do custo final da muda. Sendo assim,
qualquer medida que tenha como objetivo reduzir o envolvimento de
mao de obra durante as etapas da micropropagacao podera contribuir
significativamente para a reducao do custo final da muda, tornando
0 processo mais econdmico. Com o objetivo de reduzir o nimero

de frascos utilizados no processo, a eliminacdo da necessidade de
sucessivas manipulacdes das culturas em capela de fluxo laminar

e subcultivos para os frascos de alongamento, foi desenvolvido o
biorreator de imersado temporaria (TEIXEIRA, 2006).

Os biorreatores de imersao temporaria fazem uso de meio nutritivo
liquido, permitindo a renovacao do ar e nutrientes durante o cultivo,
resultando, desta forma, em maior crescimento e multiplicacédo

das plantas quando comparado com o cultivo em meio semissélido
(RIBEIRO; BASTOQOS, 2008).

Em biorreatores de imersao temporaria, o material vegetal fica
temporariamente imerso no meio de cultura, caracterizando-se

por ser um sistema constituido por dois frascos transparentes,

tubos autoclavaveis, filtros de ar hidrofébicos, valvulas elétricas e
compressores de ar. Em um frasco fica o meio liquido, e no outro as
plantas que serao cultivadas. Ambos os frascos sao conectados pelo
tubo, que pode ser de silicone ou de vidro, e a esterilidade do ambiente
é mantida pelos filtros hidrofébicos. Neste tipo de biorreator, a abertura
da vélvula elétrica faz com que o meio de cultura seja impulsionado
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pelo ar comprimido para o frasco que contém o material vegetal. Apds
a imersao do material vegetal, o meio de cultura retorna ao frasco
original (RIBEIRO; BASTQOS, 2008).

De acordo com Lemos et al. (2001), a taxa de propagacao das plantas
cultivadas em biorreatores é 2,20 vezes maior do que o sistema de
propagacao in vitro tradicional. Além disso, quando comparada com a
tecnologia de micropropagacao tradicional, a utilizacao de biorreatores
apresenta uma série de vantagens (TEIXEIRA, 2006), entre elas:

e Aceleracao do processo de multiplicacao.
e Reducao significativa dos custos com mao de obra.

Adaptabilidade a diversas espécies vegetais.

Uniformizacao da producao.

Simplicidade de montagem do sistema.

Eliminacdo do estresse gasoso e mecanico.

Reducédo do custo total por unidade produzida.

Além dos fatores supracitados, a utilizacdo de computadores como
sistemas de controle dos biorreatores agrega vantagens sobre o sistema
convencional de micropropagacdo em termos de automacao e economia
de trabalho, resultando em uma reducéao significativa da mao de obra e,
consequentemente, baixando os custos de producéo.

A utilizacdo de biorreatores para a multiplicacao in vitro de diferentes
espécies de plantas é uma pratica bastante utilizada. Lemos et al.
(2001) realizaram a micropropagacao de bananeiras cv. Terra em
biorreatores de imersao temporaria com o objetivo de aumentar a taxa
de multiplicacao e diminuir os custos de producdo das mudas. Os
autores concluiram que, além de ser um processo de menor custo, as
plantas cultivadas em biorreatores de imersao temporaria apresentaram
maior comprimento, producdo de biomassa de 2,86 vezes maior e 2,20
vezes mais brotos do que no sistema tradicional.

Rodrigues et al. (2006) observaram que o uso biorreator de imersao
temporaria apresentou maior eficiéncia na producao de brotos de
Heliconia champneiana Griggs cv. Splash, quando comparado com o
método convencional de micropropagacao para essa espécie. Ainda
neste sentido, Silva et al. (2007) verificaram que o uso de biorreatores
foi eficiente para a propagacao de plantulas de abacaxizeiro em larga
escala, produzindo, em média, 19 brotos por explante e até 200 mudas
aos 45 dias de cultivo em recipientes de 1.000 mL.
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Silva et al. (2010) constataram um aumento significativo na taxa de
multiplicacdo de plantas de cana-de-aclcar quando as mesmas foram
transferidas para biorreatores de imersao temporaria contendo meio MS
sem a adicado de reguladores vegetais.

Oliveira et al. (2011) realizaram experimentos individuais com o objetivo de
testar diferentes meios de cultura e combinacdes entre os fitorreguladores
benzilaminopurina (BAP) e acido naftaleno acéitco (ANA) na multiplicacao de
clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, utilizando o biorreator
de imersao tempordria. A combinacédo 1,0 uM de BAP com 0,5 yM de ANA
foi a que resultou em maiores médias em relacao a massa fresca e ao nimero
de brotos. As culturas apresentaram alto percentual de hiperidricidade, que
se configurou como um fator limitante das condicdes do estudo para o
cultivo de Eucalyptus em biorreatores.

Sistema de Cultura de Tecidos Fotoautotréfico

Sistemas de micropropagacao fotoautotréfica sdo aqueles nos quais

ha producao de micropropagulos sem adicao de sacarose ao meio
nutritivo, sob condicGes ambientais que favorecam a fotossintese
(KUBOTA; TADOKORO, 1999). Algumas vantagens da micropropagacao
fotoautotréfica, quando comparada com o método convencional de
micropropagacao, incluem (ERIG; SCHUCH, 2005):

e Aumento do crescimento das plantas.

e Reducao do risco de contaminacdao microbiana, em virtude da
remocdo da sacarose do meio de cultura.

e Melhoria das caracteristicas fisiolégicas da planta, por causa das
condicdes ambientais de cultivo que sdo mais naturais.

e Reducao do estresse da planta durante a aclimatizacdo, aumentando
a percentagem de sobrevivéncia das mudas.

e Eliminacdo dos custos com iluminacado e reducdao dos custos com
reparos e manutencao.

e Possibilidade de utilizacdo de instalacGes simplificadas, reduzindo os
custos das construcoes.

De acordo com Erig e Scuch (2005), algumas praticas tém sido testadas
para promover o crescimento fotoautotréfico de plantas in vitro e, entre
elas, destacam-se:

e Eliminacao total ou parcial da sacarose do meio de cultura.

e Aumento da concentracéo de CO, e a reducdo da umidade relativa e
da concentracao de etileno do frasco de cultivo.
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e Substituicdo do agar por materiais de suporte fibrosos ou porosos.
e Aumento da intensidade luminosa.

A micropropagacao autotréfica associada ao uso de luz natural
(fotoautrotoéfica), permite a reducao dos custos de producao de mudas
diretamente, por meio da reducado do gasto com energia elétrica

e, indiretamente, por meio da melhoria da qualidade das mudas,
reduzindo, tanto a perda de plantas durante a aclimatizacdo, quanto

a contaminacao microbiana (ERIG; SCHUCH, 2005). No entanto, as
pesquisas nesta drea ainda sao incipientes, apesar de haver fortes
motivos para seu estudo e implementacao no Brasil, principalmente pela
grande disponibilidade de luz natural ao longo do ano e pela necessidade
de alternativas para a reducao de custos no setor de producdo de mudas
em laboratério.

Santana et al. (2008) realizaram experimentos com o objetivo de induzir
estimulo do comportamento fotoautotréfico durante o enraizamento in
vitro em brotacoes de Annona glabra L. BrotacGes oriundas de cultivo
sem aeracao e cultivo com aeracao foram inoculadas em meio nutritivo
adequado, com ou sem a adicdo de sacarose. Os autores observaram
que a aeracao dos tubos de ensaio apresentaram incrementos
significativos de até 250% na matéria seca radicular. Também foi
observado que a inducao de raizes secundarias (laterais) em A. glabra sé
ocorreu em culturas com aeracéao, independentemente da presenca ou
auséncia de sacarose no meio de cultura. Os autores concluiram que o
estimulo do comportamento fotoautotréfico em A.glabra pode ser obtido
com sucesso durante a fase de enraizamento in vitro.

Damiani e Schuch (2009) realizaram estudos para verificar a eficiéncia
do enraizamento fotoautotréfico de mirtilo (Vaccinium ashei Reade),
cultivar Delite, comparando o efeito da luz natural e da luz artificial
durante o verao e o inverno, bem como o efeito de trés concentracdes de
sacarose adicionadas ao meio de cultura e de diferentes tipos de vedacao
dos frascos de cultivo. Apés 60 dias, os autores observaram que o
enraizamento em meio de cultura livre de sacarose promoveu o aumento
do numero de raizes e da porcentagem de enraizamento e, quando
associado ao fechamento dos frascos com algodao, favoreceu, também,
o incremento do comprimento das raizes e da massa fresca total. Quanto
ao ambiente de cultivo e as épocas do ano, os autores observaram que o
enraizamento ocorreu com sucesso de forma fotoautotréfica e, durante

o verao, independentemente do ambiente de cultivo, houve um aumento
do comprimento de raizes, da porcentagem de enraizamento e da massa
fresca total.
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Sistema de lluminacdao em Salas de
Crescimento

As lampadas fluorescentes sao a principal fonte de luz utilizada

nas salas de crescimento de laboratérios de cultura de tecidos
vegetais. A iluminacao das salas de crescimento é responsavel por,
aproximadamente, 65% do total de energia elétrica utilizada no
laboratério de micropropagacdo, ao passo que, 25% sado gastos com
refrigeracdo, e os 10% restantes com esterilizacdo, aguecimento,
filtragem, entre outras operacdes de rotina. A otimizacao de um
sistema comercial de micropropagacao requer a diminuicao dos gastos
com energia elétrica, que é um dos principais componentes do custo de
uma planta micropropagada (KOZAI; NGUYEN, 2003).

Segundo Erig e Scuch (2005), a utilizacao de luz natural nas salas de
crescimento apresenta uma série de vantagens, entre elas:

¢ Eliminacdo dos gastos com luz artificial.
e Reducao dos custos de manutencao.

e Salas de crescimento com iluminacao natural sdo mais
simplificadas, diminuindo os custos com construgao.

e Diminuicao dos estresses causados as plantas durante a fase de
aclimatizacao.

Paises de clima tropical, como o do Brasil, dispdem de temperatura

e iluminacao que possibilitam o crescimento de plantas durante

todo o0 ano, sem a necessidade do uso de artificios especiais. Essas
caracteristicas do clima brasileiro favorecem o estabelecimento de
instalac6es mais econdmicas para a producao de mudas in vitro,
aproveitando as condicdes naturais ja citadas para multiplicar plantas
durante todo o ano, sem a necessidade do controle artificial de
iluminacao. Além disso, conforme citado anteriormente, plantas
produzidas sob luz natural saem do laboratério ja adaptadas ao
ambiente ex vitro, ndo sendo necessaria a etapa de aclimatizagao, que
constitui um problema nos laboratérios tradicionais, além de poderem
apresentar maior rendimento no campo (AGRAMONTE et al., 1999).

Instalacbes com salas de crescimento com iluminagao natural ja operam
em Cuba ha décadas, produzindo até 40.000.000 mudas de plantas
por ano, como batata inglesa (Solanum tuberosum L.), cana-de-acucar,
plantas florestais, banana, abacaxi, mamao (Carica papaya L.) e outras



18

Alternativas para a Reducéo de Custos na Producdo de Mudas In Vitro

frutiferas, além de hortalicas (PONCE et al., 2000). A consolidacéo
da utilizacdo de iluminacao natural em salas de crescimento para

a producao de mudas deve-se ao fato de que grande parte da luz
nesse tipo de construcao é indireta e atravessa as paredes laterais
de vidro em todas as direcdes. Isso garante que a luz se reflita por
toda a extensao da sala de crescimento e que a sombra proveniente
de qualquer estrutura que intercepte a luz, tanto no telhado quanto
lateralmente, nao interfira de forma negativa sobre as plantas. A Figura
1 mostra o interior da sala de crescimento de uma biofébrica para a
producao de mudas de cana-de-acglcar, planejada para a utilizacao de
luz natural nas salas de crescimento.

Foto: Juliana Martins Ribeiro.

Figura 1. Interior da sala de crescimento da Biofabrica de
Campos dos Goytacazes, RJ.

O efeito de diferentes condicdes de luminosidade na caracterizagao
fitotécnica de bananeira ‘Prata Ana’ (AABB) foram avaliados por
Rocha et al. (2007). Os autores observaram uma maior eficiéncia na
micropropagacao das plantas utilizando-se luz natural em comparacao
com aquelas cultivadas em luz artificial na sala de crescimento

Da mesma maneira, o crescimento de Cattleya loddigesii “Alba x Alba”
in vitro, mantida sob telas coloridas foi avaliado por Braga et al. (2007).
Os autores observaram que condi¢cdes de cultivo em ambiente de luz
natural com protecado de telas de sombreamento azuis proporcionaram
melhor crescimento de pléantulas micropropagadas da espécie.
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Ainda neste sentido, o efeito da iluminacao natural na micropropagacao
de abacaxi (cv. Imperial) foi avaliado por Silva et al. (2008). Os autores
observaram que o emprego da luz natural durante a fase de enraizamento
in vitro proporcionou melhor desempenho agronémico e anatdémico

das plantas durante a fase de aclimatizacao, agregando a vantagem da
economia de energia elétrica para a iluminacao artificial das salas de
crescimento dos laboratérios de cultura de tecidos vegetais.

Quando Costa et al. (2009) avaliaram a influéncia de alteracdes no
ambiente de cultivo sobre o crescimento e anatomia de bananeiras

na fase de alongamento/enraizamento in vitro, concluiram que a
utilizacdo da luz natural como alternativa as lampadas fluorescentes, no
alongamento/enraizamento in vitro, apresenta potencial para reduzir os
custos de producado e promover melhorias na anatomia foliar das mudas
micropropagadas.

Da mesma forma, Braga et al. (2011) avaliaram o efeito da vermiculita,
agar, da luz artificial e a da natural no enraizamento in vitro de brotos de
abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’, bem como caracterizaram anatomicamente
essas plantas. Os autores observaram que o uso da vermiculita em luz
artificial apresentou melhores resultados para todas as variadveis, exceto
para niumero de estdmatos. Para as caracteristicas anatdbmicas, maiores
espessuras dos tecidos do limbo foliar foram verificadas quando se
utilizaram vermiculita e luz natural. Para o uso de agar, também houve
aumento das espessuras somente quando se utilizou o ambiente de luz
natural. Quanto ao nimero de estématos por mm?, ndo houve diferenca
significativa para os tratamentos. Maior didmetro polar e equatorial

foi observado em estdmatos de folhas cultivadas em luz artificial e
vermiculita, e luz natural e vermiculita, respectivamente.

A substituicao de lampadas fluorescentes por lampadas de LED (diodo
emissor de luz) também pode significar uma grande redugcao de custo
com energia. LEDs sdo, na atualidade, as lampadas mais econ0micas,
com uma eficiéncia de conversao de energia elétrica em luminosa de
80%, LEDs podem produzir a mesma quantidade de luz, consumindo
menos de 1/5 da quantidade de energia requerido para uma lampada
fluorescente de igual poténcia luminosa. Por terem maior eficiéncia
luminosa, produzem menos calor, o que representa uma reducéao indireta
de custo com refrigeracdo. Outra vantagem proporcionada por essas
lampadas é a facilidade em variar a intensidade luminosa e o uso de
lampadas que emitem exatamente luz com o comprimento de onda de
interesse para o crescimento vegetal.
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Shin et al. (2008) cresceram plantas de orquideas com a combinacéao
de LEDs de luz vermelha e azul, principais espectros usados na
fotossintese. Os resultados obtidos foram comparados com os de
plantas crescidas com lampadas fluorescentes, e foi constatado maior
desenvolvimento vegetal em diversos aspectos, tais como: peso fresco,
teor de pigmento nas folhas e reserva de amido nas raizes.

Consideracodes finais

O cultivo in vitro de plantas, apesar de apresentar uma série de
vantagens quanto ao produto final, ainda é considerado uma tecnologia
de custo elevado. Dentre as alternativas que podem ser adotadas para
a reducao de custos de producao de mudas in vitro, destacam-se a
substituicido de componentes PA dos meios nutritivos por sua forma
comercial, a esterilizacdo gquimica de meios nutritivos com hipoclorito
de sédio em substituicdo a autoclavagem, a utilizacdo de biorreatores
de imersao temporaria, a adocao de sistemas fotoautotréficos para o
cultivo de plantas e o uso de luz natural nas salas de crescimento.

A utilizacdo de reagentes PA no preparo de meios nutritivos para

o cultivo de plantas deve-se ao fato destes conterem quantidades
reduzidas de impurezas, minimizando possiveis influéncias negativas
de outras substancias quimicas na reacado das plantas cultivadas.
Entretanto, grande parte dos componentes dos meios de cultura é
disponibilizada comercialmente, apresentando a mesma concentracao
do nutriente, quando comparado com a sua forma PA, e com

baixo custo de aquisicdo. Uma vez adotadas técnicas eficientes

de esterilizacdo para a eliminacao das impurezas, o uso de tais
componentes comerciais € uma alternativa totalmente viavel para a
reducao de custos de producao de mudas in vitro.

A esterilizagdo quimica de meios nutritivos com hipoclorito de sédio,
além de nao promover a degradacao de determinados componentes do
meio nutritivo e possibilitar o uso de frascos de plastico para a cultura
das plantas, faz uso de um produto de facil aquisicdo e baixo custo, que
é a agua sanitaria comercial. Além disso, € uma técnica que ja possui
protocolos otimizados para meios semissélidos e liquidos, que podem
ser utilizados para diferentes espécies vegetais, e ndo possui, até o
momento, nenhuma restricdo para o seu uso como esterilizante quimico
de meios nutritivos para plantas, mostrando-se uma técnica de menor
custo de alta eficiéncia.
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A utilizacdo de biorreatores de imersao temporéaria, além de promover

a aceleracao no processo de multiplicacdo das plantas, ser adaptavel a
diversas espécies vegetais, gerar uniformizacado na producao, possuir
simplicidade de montagem do sistema e promover a eliminagcdo do
estresse mecanico e gasoso, faz uso de computadores como sistemas
de controle dos biorreatores, o que agrega vantagens sobre o sistema
convencional de micropropagacao em termos de automacao e economia
de trabalho, resultando em uma reducéao significativa da mao de obra e,
consequentemente, baixando expressivamente os custos de producao.

A micropropagacao autotréfica associada ao uso da luz natural
apresenta grande potencial para auxiliar na reducao dos custos de
producao de mudas micropropagadas, diretamente, por meio da
reducao do gasto com energia elétrica e, indiretamente, melhorando
a qualidade das mudas, reduzindo a perda de plantas durante a
aclimatizacao e reduzindo a contaminacao microbiana.

A adocao de todas as alternativas supracitadas por biofébricas e
laboratdérios que produzam mudas in vitro pode representar uma
reducao significativa nos custos de producao e tornar esta técnica mais
acessivel comercialmente.
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