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1. Biotecnologia: Conceitos, Marcos Histéricos e
Aplicacoes

O termo biotecnologia foi inicialmente utilizado pelo hdngaro Karl Ereky
em 1919 para se referir a “todas as linhas de trabalho, cujos produtos eram
produzidos a partir de matéria bruta com o auxilio de organismos vivos”. No
entanto, atualmente existem dois modos de se definir biotecnologia: um mais
amplo e outro mais restrito. Num sentido mais amplo, biotecnologia se refere a
qualquer técnica que utilize organismos vivos (ou parte deles) para produzir ou
modificar produtos, melhorar plantas e animais geneticamente ou desenvolver
microrganismos para usos especificos. Neste sentido, sua utilizacdo vem desde
os primérdios da humanidade, a partir do momento em que o homem comecou
a domesticar animais e plantas e uséa-los para diversos fins.

De maneira mais restrita, o termo biotecnologia pode ser conceituado
como um conjunto de técnicas advindas da bioquimica e biologia molecular
que podem trazer beneficios aos seres humanos. Assim, foi a partir da década
de 70 que ocorreram os grandes avancos na area de biologia molecular, com a
manipulacao e transferéncia de informagao genética entre seres vivos de espécies
diferentes por meio de vias ndao sexuais, o que culminou no desenvolvimento de
organismos geneticamente modificados (OGMs) (PEREIRA et al., 2004).

H& milhares de anos tem sido evidenciado o uso de processos
biotecnoldgicos para a producao de bens e servicos. Isso é mais evidente na
producao de alimentos, como vinho, cerveja e pao, por meio de fermentacoes
microbianas. Nos udltimos tempos, diversos acontecimentos marcaram a
biotecnologia, alguns dos quais sdao resumidamente apresentados na Tabela 1.
Além desses, outros eventos ajudaram a consolidar a biotecnologia moderna.
Atualmente, o ritmo de desenvolvimento da area é crescente, mantendo,
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inclusive, uma acentuada interacdo com diversos outros setores da ciéncia e
tecnologia tais como: biologia molecular, fisiologia, microbiologia e engenharia
quimica e ambiental.

Tabela 1. Eventos que marcaram a histéria da biotecnologia.

Area Responsavel Ano Aplicacao
Biologia celular  Robert Hooke 1665 Observacao microscopica daestruturadacortica,
evidenciando que tecidos sdo constituidos por
células
Biologia celular  Anton van 1676-1783 QObservacéo e descricao de seres microscopicos
Leeuwenhoek unicelulares, como protozoarios e bactérias,
incluindo espermatozoides
Genética Gregor Mendel 1865 Formula e apresenta em dois encontros da
Sociedade de Histdria Natural de Brno as leis da
hereditariedade, hoje chamadas Leis de Mendel
Microbiologia Louis Pasteur 1864 Cria o processo que leva o seu nome, conhecido
atualmente como pasteurizacdo, usado para
destruir  microrganismos  patogénicos em
produtos comestiveis
Microbiologia Robert Koch 1882 Anuncia a descoberta da bactéria responsavel
pela tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) e
sua responsabilizacdo etioldgica
Microbiologia Ronald Ross 1896 Descoberta do protozoario Plasmodium, causador
da maléria em humanos
Genética Thomas Hunt 1907 Demonstracdo do papel dos cromossomos
Morgan na hereditariedade; formulacdo da teoria da
mutacao e das bases hereditarias
Microbiologia Carlos Chagas 1909 Identificacdo do agente causal da doenca de
Chagas, o protozoario 7rypanosoma cruzi
Genética Hermann Muller 1926 Descoberta de que os raios X poderiam induzir
mutacoes
Genética Thomas Hunt 1910 Demonstracdo de que os genes estdo localizados
Morgan nos cromossomos
Microbiologia Alexander Fleming 1928 Descoberta da penicilina
Genética James Watson e 1953 Preposicao do modelo que explicava a estrutura
Francis Crick da molécula de DNA
Genética Matthew Meselson 1957 Demonstracdo do mecanismo de replicacdo do
e Frank Stahl DNA
Genética Har Khorana, 1967 Decifram o mecanismo que permite ao DNA ser
Robert Holley e traduzido em proteinas
Marshall Nirenberg
Genética Paul Berg 1972 Emprego das enzimas de restricao e ligase para

producdo de uma molécula de DNA hibrido.
Realizacdo dos primeiros experimentos sobre
clonagem de DNA

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

Genética Stanley Cohen e 1973 Primeira experiéncia de engenharia genética
Herbert Boyer aplicada a um microrganismo, a bactéria
Escherichia coli, que foi considerada o primeiro

organismo geneticamente modificado (0GM)

Genética Herbert Boyer e 1976 Fundacdo da Genentech em San Francisco,
Robson Swanson que marca a inauguracdo da inddstria de

biotecnologia

Engenharia Herbert Boyer e 1978 A bactéria £. coli é usada para produzir insulina

genética Robson Swanson na forma humana pelos cientistas da empresa
Genentech

Engenharia Pesquisadores 1983 Surge a primeira planta transgénica: uma

genética belgas variedade de tabaco com gene de resisténcia ao
antibiético canamicina

Genética Consorcio 1990 Inicio do Projeto Genoma Humano, com o objetivo

e biologia internacional de mapear o genoma humano e identificar todos

molecular os nucleotideos que o compdem

Genética Pesquisadores 1997 Clonagem da ovelha Dolly

e biologia escoceses

molecular

Genética Consorcio 2003 Andncio da conclusdo do Projeto Genoma

e biologia internacional Humano (PGH): mapeamento do genoma humano

molecular e identificacdo de todos os nucleotideo que o
compdem

2. Aplicacdes da Biotecnologia

2.1. Cultura de Células, Tecidos e Orgdos de Plantas

Entre as diversas aplicacoes da biotecnologia moderna, uma das mais
promissoras é a cultura de células, tecidos e 6rgaos de plantas. Um dos
primeiros fundamentos do cultivo in vitro de plantas foi a formulacao da teoria
da totipotencialidade por Matthias Schleiden & Theodor Schwann, em 1838, na
qual a célula é autbnoma e capaz de originar um organismo completo, desde que
determinadas condicdes fisicas e nutricionais sejam providas a célula vegetal
em cultivo. Em 1902, estudos realizados por Haberlandt chamaram a atencao,
pois relatavam os primeiros trabalhos de cultivo de tecidos somaticos de plantas
(KERBAUY, 1997). Mas a teoria da totipoténcia s6 comecou a se confirmar a
partir da multiplicacao de trabalhos na area, entre os quais se destacaram o do
cultivo in vitro de embrides imaturos de cruciferas por Hanning (1904), o cultivo
de embrides de hibridos interespecificos de orquideas por Knudson (1922) e
a recuperacdao de embrides a partir de hibridos incompativeis de Linum por
Laibach (1925).
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A descoberta e utilizacdao de fitormdnios, especialmente auxinas e
citocininas, tiveram importancia fundamental para o avanco das técnicas de
cultura de tecidos de plantas, visto que essas substancias possuem grande
influéncia no padrao de desenvolvimento vegetal (KOGH et al., 1934; MILLER
et al., 1955 citados por SA et al., 2000). Desde entdo, inimeras aplicacdes
da cultura de tecidos de plantas tém sido verificadas em diversas areas da
agricultura, como: melhoramento genético de plantas, recuperacao de genétipos
livres de virus e outros agentes patogénicos, micropropagacao comercial de
plantas, transformacao genética, cultivo de suspensodes celulares, biossintese
de metabdlitos secundéarios em biorreatores, conservacao e intercambio de
germoplasma, obtencao de plantas hapléides por meio da cultura de anteras,
obtencao de variantes somaclonais, microenxertia e cultura de protoplastos.

2.2. Cultura de Células, Tecidos e Orgdos de Plantas: Vantagens
e Limitacdes
Varias tém sido as vantagens associadas a utilizacao de técnicas de

cultura de células, tecidos e 6rgaos de plantas (Tabela 2).

Tabela 2. Vantagens e limitacoes da técnica de cultura de células, tecidos e
6rgaos de plantas.

Vantagens

Limitacdes

E realizada em qualquer época do ano

Necessita de pequeno espaco fisico e pouca
quantidade de material vegetal inicial

Propicia elevadas taxas de multiplicacdo a
partir de um dnico propagulo (explante)

E aplicavel a um grande nimero de espécies,
principalmente aquelas que nao produzem
sementes ou possuem limitacdes para sua
germinacao, bem como as plantas que produzem
baixa guantidade de propagulos por métodos
convencionais

Permite a producdo de mudas com
elevado padrdo genético e fitossanitario
(gendtipos elites)

Possibilita ao pesquisador explorar melhor a
variabilidade genética das espécies

Permite a producao de plantas mais uniformes
em curto periodo de tempo

Controla efetivamente agentes patogénicos
Facilita 0 manuseio e transporte de material
propagativo, tanto para areas de cultivo
quanto entre instituicdes de pesquisa e ensino
(intercambio de germoplasma)

Necessidade de estrutura fisica adequada e mao-
de-obra qualificada

Risco de implantar clones em extensas areas de
cultivo

Custo relativamente elevado para a implantacao
laboratorial

Equipamentos, reagentes, solventes e vidrarias
especificas

Producao de compostos tdxicos in vitro

Dificuldade de trabalhar com espécies lenhosas
Perdas na aclimatizacao de plantas

Risco de variacdo somaclonal
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2.3. Micropropagacao

A propagacao in vitro de plantas, também conhecida como
micropropagacao, tem sido indiscutivelmente a técnica mais utilizada e de maior
aplicabilidade entre todas as demais. O uso da micropropagacdao em escala
comercial teve inicio na Europa, ainda na década de 60, especialmente com
espécies ornamentais (LAMEIRA et al., 2000).

Atualmente, a micropopagacao tem sido aplicada em diversos paises e
em inumeras espécies de plantas, com éxito ndo apenas em espécies frutiferas
(bananeira, abacaxizeiro, macieira) e ornamentais (orquidea, crisantemo,
heliconia), mas também em florestais (eucalipto, pinus), medicinais (ipeca,
espinheira-santa) e olericolas (batata, cenoura, morango). Atualmente, sao
produzidas em torno de 180 a 200 milhdes de plantas/ano via cultura de células
e tecidos (ANDRADE et al., 2000; LAMEIRA et al., 2000). Esta expansao
foi atribuida em grande parte a conhecimentos adicionais, adquiridos na area
de patologia, que demonstraram a eficiéncia na obtencao de plantas livres de
agentes patogénicos, particularmente viroses (ASSIS et al., 2000). Na Fig. 1
podem-se observar as etapas basicas da micropropagacao vegetal.

Fig. 1. Etapas da micropropagacao: 1) obtencdo do material vegetal em campo e
desinfestacdo superficial; 2) isolamento de explantes com porcdo meristematica; 3)
explante em meio de cultura; 4) explante desenvolvido; 5) multiplicacado e enraizamento;
6) aclimatizacao; 7) transferéncia para telado/campo ou retorno para o inicio do processo
in vitro.

Fonte: Adaptada de Pereira; Ledo, 2002.
2.4. Embriogénese Somatica

Embriogénese somatica, adventicia ou assexual sdo termos usualmente
empregados ao processo pelo qual células hapléides ou somaticas desenvolvem-
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sepormeiodediferentes estadiosembriogénicos, dando origem aumaplanta, sem
que para isso ocorra a fusao de gametas (WILLIAMS; MAHESWARAM, 1986).
Foi originalmente desenvolvida para satisfazer dois objetivos: micropropagacao
massal e desenvolvimento de ferramenta celular para a melhoria genética,
como por exemplo, a transformacao genética e a fusdo de protoplastos. Esta
técnica consiste no uso de reguladores de crescimento (auxinas) para induzir a
desdiferenciacao de tecidos e a formacao de tecidos e/ou células embriogénicas
que, ao final, servirdo para o desenvolvimento de plantas inteiras (STROSSE et
al., 2003).

Uma particularidade dos embrides somaticos é a presenca de um sistema
vascular fechado, sem conexao com os tecidos do explante inicial, caracteristica
esta que aliada a sua bipolaridade (estrutura constituida de apice caulinar e
radicular) os diferem dos propagulos obtidos por meio da micropropagacao e da
organogénese (GUERRA et al., 1998).

Devido ao seu consideravel potencial de multiplicacdo, a embriogénese
somatica constitui uma importante ferramenta para a propagacao clonal em
larga escala de plantas elites (ETIENNE-BARRY et al., 1999). Porém, apesar do
alto potencial de regeneracao, esta técnica pode, em determinados casos, nao
ser indicada para a producdao massal de algumas espécies de plantas, como a
bananeira, pela possibilidade de incremento no nivel de variacdo somaclonal,
quando comparada a outras técnicas classicas de propagacao, como a cultura
de apices caulinares. No entanto, nesta cultura, a embriogénese somatica pode
justificar-se para trabalhos que envolvam transformacdo genética e fusao de
protoplastos (STROSSE et al., 2003).

Atualmente, a embriogénese somaéatica ja foi relatada para mais de 300
espécies e para as mais diferentes finalidades, incluindo desde a producao massal
de plantas até a producao de plantas transgénicas e sementes sintéticas.

2.5. Limpeza Clonal

A utilizacdo de técnicas de cultura de tecidos para obter plantas livres
de patdégenos é bastante difundida nos dias atuais. Maior atencdo tem sido
dada ao cultivo de meristemas e dpices meristematicos visando a producao de
plantas livres de virus, devido a diversidade de espécies infestadas, como o
mamoeiro, batata, morangueiro, mandioca e bananeira.

Esta técnica refere-se a cultura propriamente dita do meristema ou do
apice meristematico (meristema recoberto por primérdios foliares), geralmente
com dimensdes nao superiores a 1,0 mm. Embora a regra geral seja que a
utilizacdo de explantes menores aumente a chance de sucesso na obtencéao
de plantas livres de patdgenos, quanto menor o tamanho do propagulo a ser
cultivado, mais dificil serd sua sobrevivéncia e desenvolvimento in vitro.

O uso de explantes meristematicos para a producado de plantas livres
de virus se deve ao fato de ser o meristema o explante mais indicado na
multiplicacao clonal in vitro, permitindo inclusive a obtencao de clones sadios
a partir de plantas infectadas. Acredita-se que a maior atividade de sintese
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protéica no tecido meristematico e a incipiente ligacdo vascular do meristema
com o restante dos tecidos da planta desfavorecam a multiplicacdo do
patégeno e proporcionem uma menor distribuicdo das particulas patogénicas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

Além de permitir a producdo ou a recuperacdao de plantas livres de
patégenos, outra vantagem da limpeza clonal é a manutencao da identidade
genética da planta regenerada, ja que esse tecido é de origem somatica.
Some-se a isso o fato de ser o dpice uma estrutura organizada, que pode se
desenvolver diretamente em parte aérea, em meio de cultura adequado, sem
passar pela fase de calo (crescimento desordenado de células), o que poderia
ocasionar alteracdes genéticas no material (PEREIRA; MELO, 2006).

Inidmeras espécies, entre as quais amendoim, morangueiro, batata e
bananeira, j& obtiveram éxito na eliminacao de virus (GAMA, 1988; MORRIS et
al., 1997; COLLIN; EDWARDS, 1998; HELLIOT et al., 2001). No que se refere a
eliminacao de fungos, também foram alcancados resultados positivos com cravo
e gladiolo infectados por Fusarium roseum e F. oxysporum, respectivamente
(PIERIK, 1990). Albuquerque et al. (2000), avaliando a viabilidade do uso
da técnica de apices caulinares in vitro para a limpeza clonal de plantas de
abacaxizeiro infectadas por Fusarium subglutinans, verificaram que &pices
caulinares de aproximadamente 1,0 mm apresentaram 100% das plantas
regeneradas livres de patégenos (fusariose). Ja Helliot et al. (2001) observaram
que a taxa de eliminacao de virus em gendétipos de bananeira infectados é
altamente dependente do tipo de virus (CMV, BBTV e BSV).

2.6. Microenxertia

A microenxertia foi utilizada como técnica de micropropagacao e
eliminacao de viroses, inicialmente por Murashige et al. (1972), e aperfeicoada
por Navarro et al. (1975), tornando-se eficiente na obtencdo de plantas de
citros livres de virus. Também tem sido aplicada em macieira, damasqueiro,
videira, pereira e marmeleiro, trazendo iniUmeras vantagens, como a obtencao de
plantas livres de patdégenos sistémicos, deteccao precoce de incompatibilidade
entre espécies, estudo das relacdes entre porta-enxertos e copas e estudo de
combinacoes especificas entre gendétipos adaptados a condicdes edéaficas para
incrementar a produtividade da planta.

A microenxertia consiste em enxertar um meristema ou apice caulinar
com um a dois primdrdios foliares, oriundo de uma planta matriz, sobre um
porta-enxerto multiplicado in vitro (geralmente obtido por meio de germinacao
de sementes in vitro) (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). No Centro de
Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agronémico de Campinas (CCSM-
IAC), a microenxertia de apices caulinares tem sido efetiva na eliminacao do
virus-da-tristeza (Citrus Tristeza Virus, CTV) e dos viréides da exocorte (Citrus
exocortis viroid, CEVd) e cachexia/xiloporose. No entanto, para alguns virus
como aqueles do complexo da sorose, somente a microenxertia pode nao ser
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100% eficiente, sendo necessario associa-la com a termoterapia para maior
seguranca nos trabalhos de limpeza clonal (CARVALHO et al., 2002).

Para a propagacao clonal de arvores adultas de Eucalyptus, a microenxertia
apresenta-se como uma estratégia com alto potencial de aplicacdo no
rejuvenescimento de clones, conforme sugerido por outros trabalhos com
espécies frutiferas e florestais.

2.7. Conservacao in Vitro e Intercambio de Germoplasma

Emrazao daintensa atividade extrativista de espécies nativas e endémicas,
assim como pela expansao desordenada de novas areas de cultivo, é importante
que medidas de conservacao de germoplasma sejam empregadas, principalmente
para as espécies ameacadas de extincdo. Nesse sentido, considera-se o uso
de técnicas de conservacao in vitro como método promissor a conservacao
de recursos genéticos vegetais, sendo uma opcao atrativa tanto do ponto de
vista econdbmico, quanto pratico. Segundo Withers (1980), citado por Sa et
al. (2000), as técnicas de culturas de tecidos de plantas podem contribuir em
todas as etapas do processo de conservacao de germoplasma, incluindo coleta,
indexacao para doencas, quarentena, multiplicacdo, caracterizacao, avaliacao,
armazenamento e distribuicao.

De modo geral, a conservacao in vitro fundamenta-se na manutencao
de colecdoes em laboratério. Para tanto, realizam-se alteracbes no ambiente
de cultivo, como reducado da temperatura, adicdo de retardantes osméticos
e hormonais ao meio de cultura, reducao das concentracdes salinas e dos
componentes organicos do meio de cultivo, submersao das culturas em éleo
mineral ou armazenamento de propagulos, isoladamente ou em associacéao,
a ultrabaixas temperaturas (-196°C), denominado criopreservacdao (GEORGE,
1993). O objetivo principal é desacelerar ou suprimir o crescimento de células,
tecidos e érgaos, aumentando ao maximo o intervalo entre os subcultivos, fato
que conseqlientemente reduziria a mao-de-obra e o espaco necessarios para
a sua conservacao. Dentre as vantagens da conservacéao in vitro, citam-se:
a manutencao de um grande numero de acessos num pequeno espaco fisico
e livre dos riscos ambientais existentes no campo, acesso imediato a todo o
germoplasma da colecdao (GEORGE, 1993), além da facilidade de intercambio
internacional de germoplasma entre instituicoes de pesquisa.

De acordo com Engelmann (2004), a utilizacao das técnicas de cultura
in vitro é de grande interesse para a conservacao de germoplasma de espécies
com sementes recalcitrantes, espécies que apresentem baixa viabilidade de
sementes ou baixa producdo e aquelas que se propagam vegetativamente, ou
ainda gendétipos elites e material geneticamente modificado.

Contudo, o sucesso do uso desta técnica depende das caracteristicas
fisiolégicas da espécie a ser conservada. Entre os tecidos e 6rgaos empregados,
os meristemas sdo os mais indicados, devido a menor probabilidade de ocorréncia
de alteracdes genéticas, por serem livres de patdgenos e, na maioria das vezes,
os melhores explantes para a micropropagacao.
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Diversas sao as culturas em que a conservacao in vitro tem sido
empregada com sucesso: mandioca, bananeira, abacaxizeiro, batata, cafeeiro,
orquideas, espécies florestais, kiwi, macieira, pereira, ameixeira, cerejeira,
videira, morangueiro, maracujazeiro, beterraba, batata-doce, forrageiras e cana-
de-acucar.

No Brasil, germoplasma de varias espécies de plantas tem sido
conservado in vitro ou criopreservado, como na Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, em Brasilia. Outras instituicdes de destague na conservagao
in vitro de germoplasma sao o Cirad em Montpellier, na Franca, e o Inibap em
Leuven, Bélgica (VIEIRA, 2000).

Particularmente para a culturadamandioca, aconservagaoin vitro constitui
uma das formas mais efetivas e econdmicas de preservacao do germoplasma.
Atualmente, grande nimero de acessos de mandioca sdo mantidos in vitro
no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical (FUKUDA et al., 2005), como também tém sido conservados genétipos
de abacaxizeiro visando a protecdo do patriménio genético da espécie, assim
como para utilizacdo em futuros cruzamentos e formacao de novos hibridos
(SOUZA et al., 2006).

Apesar das potencialidades acima mencionadas, existe o risco de
instabilidade genética das culturas submetidas as técnicas de conservacao in
vitro. Além disso, os sistemas in vitro ndo eliminam por completo a necessidade
de se manter recursos genéticos in situ, pois sdo métodos que se completam e
ambos podem constituirbancos ativos de germoplasma. No entanto, dependendo
da espécie e do objetivo, pode tornar-se dispendioso manter colecoes in situ,
principalmente pelas intempéries e necessidade de grandes areas e praticas de
manejo (VIEIRA, 2000).

Em relacdo ao intercambio de germoplasma por meio de cultura in vitro,
tem-se notado considerdveis vantagens praticas por proporcionar menor volume
e peso dos materiais destinados ao transporte, assim como também pela
facilidade de maior controle das culturas com relacédo as doencas. Rotineiramente
o intercambio de germoplasma in vitro é aplicado para bananeira, batata e
mandioca que em geral sdo transportadas como brotos em meio de cultivo ou
como minitubérculos no caso de culturas como batata e inhame (NG, 1994).
Outras ferramentas biotecnolégicas, como a tecnologia de sementes sintéticas,
foram utilizadas como alternativa de distribuicdo de germoplasma de bananeira
(RAO et al., 1993) por meio do encapsulamento de microbrotos, assim como
para inhame e batata (HASAN; TAKAGI, 1995) utilizando o encapsulamento de
segmentos nodais.

2.8. Cultura de Embrides Zigoticos

Desde os estudos de Hanning (1904) acerca da fisiologia e do
desenvolvimento de embrides, a técnica de cultivo destes tem se expandido e
contribuido para programas de melhoramento genético, por meio da recuperacao
de hibridos de interesse oriundos de cruzamentos incompativeis, bem como
para a superacao de dorméncia de sementes em algumas espécies (FERREIRA
et al., 1998).
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As principais aplicacdes do cultivo de embrides zigéticos in vitro estdo na
coleta, intercambio e conservacao de germoplasma e na propagacao de hibridos
raros, gue nao germinam por meio de processos naturais. Além disso, o cultivo
de embrides zigéticos pode ser coadjuvante no processo de introducao de genes
exégenos no genoma de um organismo (HU; FERREIRA, 1998; SILVA, 2002),
como também para viabilizar a producao racional de mudas, uniformizando e
reduzindo o periodo de germinacado de sementes (SILVA, 2002). Além do mais,
pode oferecer um sistema controlado para estudar os problemas nutricionais,
fisiolégicos e bioquimicos nos diferentes estdgios de desenvolvimento do
embrido (RAGHAVAN, 2003).

Em citros, a ocorréncia de poliembrionia entre as espécies resulta,
normalmente, em elevada taxa de aborto do embrido zigético, devido a
competicao exercida sobre ele pelos embrides nucelares, geralmente mais
vigorosos (PASQUAL et al., 2003). Assim, a cultura de embrides é de grande
importancia no melhoramento genético de citros, pois possibilita o resgate
de embrides hibridos imaturos, oriundos de cruzamentos interespecificos e
intergenéricos (HU; FERREIRA, 1998).

A técnica de cultura de embrides tem sido empregada também em Cocos
nucifera L. (SILVA, 2002), Coffea sp. (ANDRADE et al., 2001; RIBEIRO et
al., 2003), Euterpe oleracea L. (LEDO et al., 2001), Aniba rosaeodora Ducke
(HANDA et al., 2005), Syagrus oleracea (Mart.) Becc. (MELO et al., 2001),
Astrocaryum ulei (PEREIRA et al., 2006), entre outras.

2.9. Producao de Sementes Sintéticas ou Artificiais

A aplicacao da tecnologia de sementes sintéticas ou artificiais tem sido
crescente nos ultimos dez anos, principalmente com o propdsito de conservar
germoplasma vegetal in vitro, como também para facilitar o intercambio de
germoplasma entre instituicoes de pesquisa e para a producdo massal de
plantas. Seu emprego é destinado aquelas espécies que apresentam barreiras
ao armazenamento por longos periodos ou que possuem alguma limitacao
durante o processo de propagacao in vitro.

Sementes sintéticas sao estruturas artificiais criadas com o objetivo
de torna-las semelhantes a semente verdadeira ou boténica, obtidas pelo
encapsulamento de micropropagulos (embrides somaticos, brotos, agregados
celulares ou algum outro tecido que seja capaz de se converter em plantas
normais), sob condicdes in vitro ou ex vitro, conservando o potencial de
desenvolvimento, mesmo depois de um periodo de armazenamento.

Inicialmente, o uso de sementes sintéticas se limitava ao encapsulamento
de embrides somaticos. Atualmente, esta tecnologia tem sido aplicada para
uma grande diversidade de explantes como, por exemplo, brotos axilares e
apicais, agregados celulares, segmentos internodais, protocormos e embrides
zigéticos (PICCIONI; STANDARDI, 1995; PICCIONI, 1997, CAPUANO et
al., 1998; STANDARDI; PICCIONI, 1998; PATEL et al., 2000; SANDOVAL;
GUERRA, 2002; RECH FILHO, 2004).

Na Fig. 2 podem ser observadas as diferentes aplicacdes de cultura de
células, tecidos e 6rgaos de plantas realizadas no Laboratério de Morfogénese
e Biologia Molecular da Embrapa Acre.
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Fig. 2. Aplicacdes da cultura de células, tecidos e 6rgaos de plantas resultantes da
pesquisa na Embrapa Acre: a) meristema apical (£ 0,5 mm) de bananeira utilizado na
recuperacdo de plantas viréticas; b) brotacées de bananeira sob multiplicacao in vitro; c)
mudas de bananeira produzidas por micropropagacéao; d) sementes de camapu em meio
de cultura para germinacio; e) massivos celulares embriogénicos induzidos em camapu;
f) organogénese direta de explantes foliares de camapu na presenca de citocininas; g)
sementes de pimenta longa germinadas in vitro; h) sementes sintéticas de pimenta longa
em matriz de encapsulamento com e sem a presenca de carvao ativado; i) micropropagacao
da pimenta longa; j) calos fridveis de pimenta longa produzidos a partir de internddios; |)
sementes sintéticas de abacaxizeiro em processo de germinacao e desenvolvimento; m)
microestaca de sacaca sob multiplicacao in vitro; n) germinacao de embrides zigéticos de
acaizeiro in vitro; o) embriogénese somatica em acaizeiro a partir de embrides zigéticos
imaturos; p) microestacas de teca estabelecidas in vitro.
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2.10. Cultivo de Células em Suspensao

O cultivo de células em suspensao consiste em obté-las e prolifera-las
em meio nutritivo liquido, sob condicbes de agitacdo, aeracdo e temperatura
controlada, sendo essencial que as células suspensas se dividam e se
multipliguem ativamente (CID, 1998). Contudo, salienta-se que de acordo com
a composicdao do meio de cultivo, o padrao de diferenciacao (lignificacao e/ou
alongamento), divisdo e senescéncia celular podem ser afetados.

A vantagem desta técnica deve-se a sua elevada taxa de multiplicacao
celular, sendo desta forma eficiente para a rapida multiplicacao, e ao fato de
ter aplicacoes diretas em estudos de bioquimica, genética, citologia, fisiologia
vegetal e fitopatologia. Este tipo de cultivo também é empregado na producao de
metabdlitos secundarios ou material clonal em escala comercial pela utilizacao
de biorreatores (PEREIRA; MELO, 2006).

Porém, dois aspectos devem ser considerados no cultivo de células em
suspensdo: a formacao de agregados celulares e a existéncia de mosaicismo
ou mixoploidia, isto é, a coexisténcia de diferentes populacdes celulares com
bases genéticas distintas. Atualmente, varios sdao os estudos com células
vegetais cultivadas em reatores biolédgicos visando a producao de metabdlitos
secundarios.

2.11. Cultura de Ovarios

Esta técnica fornece um controlado sistema para estudos acerca dos
aspectos nutricionais e fisioldgicos do desenvolvimento de frutos, bem
como para a formacdo de sementes e para uso como propagacao de plantas,
inducao de hapldéides partenogénicos, recuperacao de hibridos interespecificos
e intergenéricos (HARA et al., 1989; CASTILLO; CISTUE, 1993; ROH et al.,
1996; BROWN et al., 1997).

2.12. Cultura de Protoplastos

Definem-se protoplastos como células vegetais que por meio de
procedimentos mecanicos ou enzimaticos tiveram sua parede celular
removida. Assim, células vegetais sob essa condicdo podem ser manipuladas,
conservando ainda as suas potencialidades. A priori, protoplastos podem ser
isolados de qualquer tecido vegetal, mas geralmente preferem-se tecidos como
o do mesoéfilo foliar ou de calos fridveis. E uma técnica aplicavel em diversas
areas da pesquisa vegetal, mas é principalmente no melhoramento genético de
plantas que se vislumbram as maiores potencialidades de uso. Assim, pode ser
empregada para obter plantas transgénicas, hibridos somaticos e mutantes ou
variantes somaclonais, além de possibilitar estudos da expressédo génica e sua
regulacdo (MANTELL et al., 1994; CARNEIRO et al., 1998; SA et al., 2000).
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A partir da década de 80 a hibridacdao somatica pela fusdo de protoplastos
também passou a ser utilizada em programas de melhoramento de citros,
superando as barreiras genéticas impostas a hibridacao sexual e possibilitando
obter alotetrapléides que combinam o genoma nuclear de ambos os parentais
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

Atualmente, a cultura de protoplastos vem sendo empregada em estudos
bésicos na area de fisiologia vegetal, biologia molecular e celular e pesquisas
aplicadas em biotecnologia.

2.13. Obtencéao de Mutantes in Vitro

Mutacoes sdo definidas como mudancas herdaveis que representam as
bases genéticas das variacGes, podendo servir, portanto, como matéria-prima
aos processos de melhoramento genético e evolutivo (RAMALHO et al., 2000).
Como a ocorréncia de mutacdes espontaneas é muito baixa, requer a utilizacao
de métodos mais eficientes, como o emprego de agentes mutagénicos fisicos
ou quimicos.

Técnicas que induzem a mutacao associadas as de selecdo in vitro tém
sido recomendadas, por facilitar ndo apenas a indugcao de variabilidade genética,
mas também por permitir a selecdo e a propagacao de mutantes promissores
(MARK et al., 1996). Estas técnicas foram empregadas com sucesso em
bananeira para reducao do porte e tolerancia a salinidade ou em outras espécies
para a obtencao de tolerdncia a metais pesados, herbicidas e a certas doencas
(TULMANN NETO et al., 1990; KIDO, 2003).

2.14. Producéo de Plantas Transgénicas

A cultura de tecidos é fundamental em estudos que visam obter plantas
geneticamente modificadas. Sua utilizacado é requerida em praticamente todo
o processo, incluindo desde a transformacao propriamente dita (biobalistica,
Agrobacterium tumefasciens, etc.) até aregeneracao e multiplicacao das plantas
transformadas (SA et al., 2000). Contudo, cabe salientar que o sucesso do uso
da cultura de tecidos na obtencao de plantas transgénicas esta condicionado a
otimizacdo de protocolos para cada espécie utilizada.

2.15. Algumas Culturas nas quais a Técnica de Cultivo in Vitro é
Empregada

A producao de mudas por clonagem in vitro é, atualmente, de grande
importancia por ofertar ao mercado produtos diferenciados, certificados, de
alta qualidade genética e fitossanitaria e que promovam ganhos de diferentes
formas, como produtividade, lucratividade, facilidade de transporte e reducao
no uso de agroquimicos. Portanto, nos ultimos anos, as tecnologias de producao
de mudas tém evoluido sobremaneira em virtude das exigéncias fitossanitarias
e padrdoes comerciais cada vez mais rigorosos e exigentes.
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Assim como descrito anteriormente, muitas sao as culturas favorecidas
por esta ferramenta biotecnoldgica e varias sdo as empresas que utilizam esta
técnica no Brasil para produzir em escala mudas de alta qualidade genética e
fitossanitaria.

a) Bananeira

A utilizacao das técnicas de cultura de tecidos, mais especificamente a
micropropagacao de apices caulinares, ja é realidade em varios paises como
Israel, Franca, Costa Rica, Cuba, Austréalia e Taiwan (SOUZA, 1994). Os relatos
das primeiras aplicacdbes da micropropagacao na multiplicacdo de espécies
do género Musa datam da década de 60, intensificando-se desde entdo os
trabalhos de pesquisas visando ao uso de técnicas mais simples e produtivas
para o cultivo da bananeira.

A producao de mudas em laboratério consiste no cultivo in vitro de dpices
caulinares obtidos de plantas matrizes elites, com o objetivo de estimular a
proliferacdo de brotacdes laterais, utilizando-se para isso métodos fisicos
(incisGes) e quimicos (adicao de reguladores de crescimento vegetal no meio
de cultura) (DOMINGUES, 1992). Outros métodos menos usuais, como o
cultivo de apices florais, também podem ser empregados para a producao de
multibrotacdes in vitro.

Atualmente, com a expansdo de doencas, especialmente a sigatoka-
negra (Mycosphaerella fijiensis), principal praga da bananicultura mundial, a
busca por gendtipos selecionados e resistentes tem se intensificado. Neste
contexto, a micropropagacao representa a principal forma de validar as novas
variedades produzidas por programas de melhoramento genético da bananeira,
pois possibilita aos produtores o imediato acesso as novas variedades lancadas
(ROCHA, 2005).

Uma série de trabalhos foi e tem sido desenvolvida com o objetivo
de estabelecer e otimizar protocolos de micropropagacdo para gendtipos
de bananeira. Porém, apesar dos esforcos, para cada genétipo existe um
comportamento diferenciado, o que implica em modificacoes ou adaptacdes
dos protocolos.

Contudo, apesar de ser uma técnica rotineira e fundamental no cenério
da bananicultura, ainda existem limitacoes a expansdao do uso de mudas
micropropagadas de genétipos elites de bananeira por pequenos produtores,
devido aos elevados custos de producao. Entretanto, esforcos tém sido feitos
visando superar estas limitacdes, como o uso de luz natural (solar) durante as
diferentes etapas da micropropagacao (ROCHA, 2005).

Na Fig. 3 podem ser observadas a comercializacdo e distribuicao de
mudas de bananeira entre os anos de 1999 a 2003. Verifica-se a preferéncia
por variedades resistentes a sigatoka-negra, que foram enviadas para varios
estados do Pais, em maior quantidade para a Regidao Norte, onde se constatou
o primeiro relato da praga.



Uso e Aplicacdes Biotecnoldgicas do Cultivo in Vitro de Células, Tecidos e Orgéos de Plantas

1000000 4
900000 1
800000 +
700000 +
600000 -
500000 A
400000 -
300000 -
200000 +

Producao total

100000

1999

2000 2001

Ano

2002

1200000 -
1000000
800000 -
600000 -
400000
200000 -

0

Quantidade de mudas produzidas

C aipira

N

Thap FHIA 18 Pacovan Prata Grande
Maeo Ana Naine

Cultivares

Outras

1600000
1400000 -
1200000 -
1000000 H
800000 -
600000 -
400000 -
200000 -

Mudas distribuidas

[ ]

0

AM

H ﬂ [1 ™
BA PA AC AL

Estados brasileiros

Outros

Fig. 3. Evolucao da producéo (1999 a 2002), quantidade de mudas produzidas por cultivar
(1999 a maio de 2003) e niumero de mudas distribuidas de bananeira para diferentes
estados da Federacdo (1999 a maio de 2003) pela Biofabrica da Campo Biotecnologia,

Cruz das Almas, BA, 2003.
Fonte: Adaptada de Silva et al., 2003.
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b) Abacaxizeiro

Em virtude dos métodos tradicionais de propagacdao do abacaxizeiro
ocasionarem a disseminagcdo de patdégenos, como a fusariose (Fusarium
moniliforme Shilld. var. Subglutinans Wr. e Reinking), principal doenca flngica
que pode provocar perdas de 80% da producéo, a cultura de tecidos representa
uma alternativa viavel na propagacao de gendtipos livres da doenga (VESCO et
al., 2000). Além de reduzir os custos com a mao-de-obra, o cultivo in vitro de
gemas axilares e/ou meristemas melhora sensivelmente o problema de baixo
rendimento de mudas observado na propagacao convencional. Dessa forma, a
cultura de tecidos pode ser utilizada ndo apenas para a producao em escala de
mudas, mas também para multiplicacado rapida de genétipos selecionados em
programas de melhoramento, especialmente hibridos resistentes a fusariose,
disponibilizando maior quantidade de mudas em pouco tempo (PASQUAL et
al., 1998). Para tanto, utilizam-se como explantes gemas da base das folhas ou
meristemas apicais, procedentes de plantas matrizes selecionadas.

Muitos autores témreportado casos de sucesso do uso damicropropagacao
em abacaxizeiro. De acordo com Almeida et al. (2002), é possivel produzir
1.250.000 plantas de abacaxi em 8 meses, partindo-se de 30 explantes.

No entanto, embora a cultura de gemas axilares seja a mais empregada,
outras técnicas também podem ser utilizadas, como a proposta por Kiss et
al. (1995) a qual se baseia no estiolamento in vitro de brotos desfolhados e
incubados na auséncia de luz. A grande vantagem da utilizacao deste método é
o maior alongamento entre os internédios, proporcionando aumento no nimero
de gemas obtidas por explante (PRAXEDES et al., 2001).

Entre as principais vantagens do emprego de técnicas de cultura de
tecidos em abacaxizeiro encontram-se a obtencdo de plantas de alto vigor
e uniformidade, auséncia de pragas e doencas, mudas enraizadas e prontas
para serem cultivadas no campo e disponibilidade de material durante todo o
ano. Apesar das diversas vantagens, a principal limitacao para o uso de mudas
micropropagadas em lavouras comerciais é o elevado custo da muda produzida,
bem superior ao da convencional. Tal fato se agrava ainda mais porque sao
empregadas elevadas densidades de plantas por hectare (em torno de 40 mil
plantas). Assim, pesquisas tém sido feitas com o intuito de reduzir os custos de
producao, entre elas, a utilizacao de fontes alternativas de luz e o emprego de
biorreatores (SILVA, 2006), além do uso de substituintes do agente solidificante
agar do meio de cultura (PEREIRA et al., 2004).

Além disso, a técnica de micropropagacao é particularmente importante
quando o objetivo refere-se a introducao da cultura em novas regioes de plantio,
onde ainda nao existem problemas fitossanitarios; introdugao/substituicao
de novas cultivares, quando nao se dispde de mudas convencionais dessas
cultivares para iniciar grandes plantios; multiplicacdo rdpida de gendtipos
selecionados pelos programas de melhoramento genético, antes do lancamento
de novas cultivares; producao de material basico para atender a programas de
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producdo de mudas certificadas; e intercambio de germoplasma para evitar a
introducéo de pragas e doencas exdgenas.

c) Batata

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a micropropagacdao vem
sendo amplamente utilizada para produzir genétipos elites de batata (So/anum
tuberosum L.), proporcionando beneficios diretos e indiretos aos produtores,
pelo conseqliente aumento nos niveis de produtividade da cultura (ASSIS,
1999). Pereira e Fortes (2003), estudando o efeito do cultivo in vitro de batata
em meio de consisténcia liquida, verificaram ser promissor o uso da metodologia
para a micropropagacao desta espécie, devido ao incremento nas taxas de
multiplicacdo nestas condicdes.

Atualmente, as empresas de micropropagacdo comercial tém sido as
grandes responsaveis pela disponibilidade aos produtores de mudas de batata
de elevado padrao genético e fitossanitario, utilizando a cultura de meristemas,
micropropagacao e aclimatizacdo em estufas. Além disso, todos os genétipos
introduzidos in vitro sdo submetidos ao processo de indexacao oficial de viroses,
feito por amostragens de todos os lotes produzidos.

d) Cana-de-acticar

A propagacao in vitro é bastante vantajosa para a cana-de-aclcar,
considerando que um dos maiores problemas enfrentados em programas
de melhoramento genético convencional nessa cultura é a dificuldade de
multiplicar o material selecionado com rapidez. Normalmente, antes do uso
da micropropagacao, além do excessivo tempo de selecdo de gendtipos em
campo, eram requeridos mais alguns anos para se estabelecer novas cultivares
em plantios comerciais (DONATO et al., 2005). Assim como citado para as
outras culturas, podem-se alcancar altas taxas de multiplicacdo de cana-de-
acUcar por esse método, com inidmeras vantagens em relacao a multiplicacao
em campo, como a producao de grande quantidade de mudas de qualidade
superior, em tempo e espaco fisico reduzidos (MALHOTRA, 1995).

e) Palmeiras

O interesse pelo uso das técnicas de cultura de tecidos em palmeiras
visando a producdo massal de clones elites teve inicio na década de 60, pois
muitas palmeiras, de modo geral, apresentavam limitacdes a aplicacao de
técnicas de multiplicacdo vegetativa. Acrescenta-se a isso o fato dos métodos
tradicionais de melhoramento genético de palméaceas serem demorados e
complexos, assim como também o longo ciclo de vida, habito de crescimento
das plantas e auséncia quase que completa de métodos eficientes de propagacao
vegetativa. Contudo, foi na década de 80 que os estudos acerca de técnicas de
micropropagacao e morfogénese se intensificaram, principalmente em espécies
como Phoenix dactylifera (tamareira), Elaeis guineensis (dendezeiro), Cocos
nucifera L. (coqueiro), Euterpe edulis Mart. (jucara) e palmeiras ornamentais.
Assim, torna-se evidente a importancia dos sistemas de culturas in vitro para
aumentar a rapidez dos programas de melhoramentos de palmeiras e introduzir
novos hibridos ou variedades comercialmente.
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No Brasil, embora haja relatos de resultados promissores com o emprego
da técnica de cultura de tecidos em algumas palmaceas, poucas sao as
conclusdes consistentes sobre os protocolos a serem usados para a producao
massal de gendtipos elites comercialmente. Apesar de paises como a Franca ja
terem utilizado esta técnica para a cultura do dendezeiro ha pelo menos duas
décadas (RIVAL et al., 1998), com a producao de milhares de plantas (DURAND-
GASSELIN et al., 1990), praticamente nao existem estudos mais consistentes
no Brasil. Na Embrapa Acre, pesquisas a respeito do desenvolvimento de
tecnologia para a micropropagacao de espécies de palmeiras como o dendezeiro,
pupunheira e acaizeiro tém revelado resultados promissores acerca do emprego
desta tecnologia para a multiplicacao clonal dessas espécies, muito embora os
processos ocorram de modo lento e ainda nao estejam totalmente otimizados
(LEDO et al., 2002; PEREIRA et al., 2004; 2005, 20064, b).

f) Plantas Ornamentais

O cultivo de plantas ornamentais é uma atividade competitiva, altamente
rentdvel e que exige a utilizacdo de tecnologias e conhecimento técnico
(BALDONEDO, 2005). Estima-se que mais de 500 milhdes de plantas sao
propagadas anualmente, na sua maioria ornamentais, utilizando-se a aplicacao
de técnicas de cultura de tecidos (DEBERGH, 1994). Acrescenta-se ainda
que as espécies ornamentais sao por exceléncia o grupo de plantas em que
a micropropagacao teve maior aplicacdao, com essa técnica repercutindo
diretamente na cadeia produtiva. O incentivo para esse crescimento fundamenta-
se no alto valor agregado ao produto final (CAPELLADES-QUERALT et al.,
1993).

De acordo com Tombolato e Costa (1998), o emprego da micropropagacao
em plantas ornamentais apresenta grandes vantagens, principalmente para
espécies de dificil propagacao por meio de métodos convencionais. Atualmente,
o cultivo in vitro tem sido amplamente utilizado na multiplicacdo de orquideas,
antdrios, violeta-africana, bromélias e samambaias e, em menor escala, para
propagacao de alstroeméria, amarilis, beg6nias, ciclame, copo-de-leite, gloxinia
e espatifilo. Além disso, a clonagem in vitro de matrizes selecionadas de hibridos
ornamentais tem permitido a compatibilizacdo de demandas especificas dos
mercados interno e externo (KERBAUY, 1997).

g) Espécies Florestais

O empregodamicropropagacaoemespécies florestaisvemsendo estudado
hé varias décadas e tem como objetivo basico estabelecer uma metodologia de
multiplicacdao clonal de individuos superiores. Entretanto, de modo geral as
espécies florestais apresentam problemas para o estabelecimento e cultivo in
vitro, principalmente por serem rotineiramente infectadas por microorganismos
enddégenos, dificultando o controle e desinfestagdao dos explantes (BONGA,
1982; ANDRADE et al., 2000). Uma outra limitacao ao cultivo de espécies
florestais in vitro é a ocorréncia de compostos fendlicos, que podem modificar
a composicdo do meio de cultivo e a absorcao de metabdlitos (THOMAS;
RAVINDRA, 1997).

No entanto, atualmente a micropropagacao de algumas espécies, como o
eucalipto, tem sido bastante utilizada, especialmente para o rejuvenescimento
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de clones, com o objetivo de formar e manter microjardins clonais que
constituem a base para a producdao de mudas pelo método da microestaquia
(XAVIER; COMERIO, 1996). Segundo Mullins et al. (1997), os procedimentos
convencionais de micropropagacdo em eucalipto ocorrem pela ativacao de
gemas axilares sob cultivo em meios de cultura. Porém, a propagacao in vitro por
organogénese de explantes foliares também possui a capacidade de regenerar
grande nimero de plantas, com a vantagem de que pode ser automatizada.
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