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APRESENTACAO

A colecdo “A Estruturacdao e Reconhecimento das Ciéncias Bioldgicas na
Contemporaneidade” da Atena Editora € uma obra composta de dois volumes e refere-
se a uma série de investigagdes e contribuicbes nas areas das Ciéncias Biologicas e que
se fundamentam na discusséo cientifica e em trabalhos categorizados e interdisciplinares
desenvolvidos por autores de varios segmentos, potencializando discussdes e abordagens
contemporaneas em temas variados das Ciéncias Biologicas. Assim, a colegéo é para todos
os profissionais pertencentes as Ciéncias Biolégicas e suas areas afins, especialmente
aqueles com atuacdo no ambiente académico e/ou profissional. Cada volume foi organizado
de modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque por
area da Biologia, onde os capitulos podem ser lidos na ordem que vocé desejar e de acordo
com sua necessidade.

O Volume | — “Meio Ambiente e Biodiversidade”, através dos seus 16 capitulos
aborda a heterogeneidade e aplicagéo de conceitos nas areas de meio ambiente, ecologia,
sustentabilidade, botanica, micologia e zoologia, como levantamentos/inventarios e
discussoes sobre a importancia da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as
espécies. As tematicas exploradas neste volume sdo de grande relevancia, pois apesar
da preocupacéo com a biodiversidade e com o estado do meio ambiente nédo ser recente,
sabe-se que foi nas Gltimas décadas do século XX que essa teméatica entrou definitivamente
no discurso dos cidadaos, na sociedade civil, na agenda dos governos, na imprensa e
ganhou as ruas. No entanto, se observa que essa preocupacéo ainda néao se transformou
efetivamente em praticas educativas, administrativas e operacionais efetivas, o que coloca
em risco todos os seres vivos e recursos naturais. Desta forma, o volume | procura auxiliar
a realizagdo de trabalhos nestas areas e no entendimento e desenvolvimento de praticas
que podem ser adotadas no &mbito da educacédo, em espacgos formais e ndo formais de
ensino, para o meio ambiente e manutencgéo da biodiversidade de forma de compreender,
refletir, responder e/ou minimizar os graves problemas ambientais.

O Volume Il — “Saude e Biotecnologia”, relne 18 capitulos que apresenta de
forma categorizada discussdes e estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de
ensino e pesquisa do pais, que apresentam resultados bem fundamentados de trabalhos
de experimentos laboratoriais, de campo e de revisado de literatura realizados por diversos
professores, pesquisadores, graduandos, e pos-graduandos, cujas pesquisas seréo
apresentadas de maneira objetiva e didatica. A producéo cientifica no campo da Saude e
da Biotecnologia € ampla, complexa e interdisciplinar. Portanto, os capitulos que compdem
este volume refletem essa diversidade de olhares.

Assim, o resultado dessa experiéncia, que se traduz nos dois volumes organizados,
objetiva apresentar ao leitor a complexidade e a diversidade de questdes e dimensdes
inerentes as areas de Meio Ambiente, Biodiversidade, Saude e Biotecnologia, como pilares



estruturantes das Ciéncias Biolégicas na contemporaneidade. Por fim, esperamos que
a leitura aqui proposta possa disseminar e apoiar a constru¢do novos estudos, saberes
e praticas pautadas no reconhecimento da importancia dos seres vivos e dos recursos
naturais, com uma visédo multidimensional para a saude planetéria e para o enriquecimento

de novas atitudes e praticas multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Boa leitura!

Clécio Danilo Dias da Silva
Daniele Bezerra dos Santos
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RESUMO: O Cerrado brasileiro apesar de
seu grande tamanho e importancia para a
conservacao da biodiversidade, esta ameagado
pelo desmatamento e pressdo dos avangos
de fronteiras agricolas. Uma das ferramentas
para a propagacdo de espécies ameacadas é
a micropropagacao que, através da cultura de
tecidos in vitro, possibilita a criacdo de bancos
de germoplasma e alavanca o0s programas
de conservacdo e melhoramento de espécies
florestais. Assim este capitulo mostra como a
micropropagacéo tem sido aplicada em diversos
estudos de propagacé@o in vitro de espécies
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nativas do Cerrado, empregando diferentes
orgaos e tecidos para a regeneragéo das plantas
de interesse.

PALAVRAS - CHAVE:
conservacao; propagacao in vitro.

biodiversidade;

USE OF MICROPROPAGATION FOR
PROSPECTING ENDEMIC SPECIES IN
THE CERRADO

ABSTRACT: The Brazilian Cerrado, despite its
large size and importance for the conservation
of biodiversity, is threatened by deforestation
and pressure from advances in agricultural
frontiers. One of the tools for the propagation
of endangered species is micropropagation,
which, through tissue culture in vitro, allows the
creation of germplasm banks and leverages
the conservation and improvement programs
of forest species. So, this chapter shows how
micropropagation has been applied in several
studies of in vitro propagation of native species
of the Cerrado, using different organs and tissues
for the regeneration of the plants of interest.
KEYWORDS: biodiversity; conservation; in vitro
propagation.

CERRADO

O Cerrado brasileiro € considerado a
savana mais rica em biodiversidade floristica
do planeta (>7.000 espécies), composto por um
mosaico de fitofisionomias que variam de areas
florestais a campestres (DURIGAN & RATTER,
2016). Ocupando 25% do territorio nacional, o
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Cerrado é também um dos dois “hotspots”ocorrentes no Brasil com alto nivel de endemismo
- cerca de 4.400 espécies de plantas, muitas dessas ameacgadas de extingdo (MEDEIROS,
2011; MITTERMEIER et al.,, 2011). Estima-se que 20% das espécies ameacgadas ou
endémicas n&o ocorram nas areas legalmente protegidas (KLINK & MACHADO, 2005).

Apesar de seu grande tamanho e importancia para a conservagao da biodiversidade,
o Cerrado brasileiro esta ameacado pelo desmatamento e pressédo dos avangos de
fronteiras agricolas. Com uma area territorial total de 2.040.167 km?, dados oficiais
estimam que apenas 8,3% deste bioma esté protegido por Unidades de Conservacéao que
correspondem a 170.095 km? e ressaltam que, apenas em 2018, o Cerrado perdeu 6.657
kmz2 por desmatamento (INPE-PRODES CERRADO, 2018).

Segundo o Livro Vermelho da flora do Brasil (MARTINELLI & MORAES, 2013),
das 1.987 espécies avaliadas no Cerrado, 645 encontram-se ameacgadas, valor que
percentualmente representa 32% do total e coloca em xeque as atuais medidas
governamentais para protecdo e conservagdo dos recursos genéticos. Das quais, a
representatividade das espécies avaliadas e a dimenséo do risco de extingcdo das plantas
raras do Cerrado foram reavaliadas por Martinelli et al., (2014) e 10% das espécies
foram categorizadas como “Criticamente em perigo” 40% como “Em perigo” e 13% como
“Vulneravel” e nas categorias de espécies ndao ameacgadas, 5% foram avaliadas como
“Menos preocupante” e 6% “Quase ameacada”, além disso, 26% foram consideradas
espécies com dados insuficientes para as avaliagdes de risco.

A verdade é que ainda se conhece muito pouco sobre a flora deste bioma, Souza et
al. (2018) destacam que apesar de nao ser conhecido o niUmero exato de espécies, sabe-se
que muitas delas possuem uma distribuicdo extremamente restrita. Apesar de as espécies
do Cerrado se caracterizarem, em sua maioria, como de ampla distribuicdo geografica, a
constatacdo de endemismos € preocupante quando consideramos que muitas espécies
foram sequer identificadas.

Uma das ferramentas mais bem sucedidas para a propagagdo de espécies
ameacadas é a micropropagacéo que, através da cultura de tecidos in vitro, possibilitou
a criacdo de bancos de germoplasma e alavancou os programas de conservagao e
melhoramento de espécies florestais.

MICROPROPAGACAO

O cultivo in vitro por meio da micropropagacao € uma alternativa para a propagacao
massal e eficiente de diversas espécies (SOUZA et al., 2007). Desde 1975, ela tem sido
empregada no Brasil principalmente para aumentar e padronizar a produ¢édo de mudas,
contribuindo também para conservacgao ex-situ e redugao do risco de extingédo de diversas
espécies (STANCATO et al., 2001), servindo como base de estudo dos aspectos fisiol6gicos

e genéticos relacionados metabolismo, reproducéo, expressdo e desenvolvimento das
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plantas (FERREIRA & SUZUKI, 2008).

O termo micropropagacédo é utilizado, pois se utiliza porcées de tecidos muito
pequenos (explantes) para a formacgao de individuos geneticamente idénticos a partir de
células fragmentadas de tecidos de uma determinada matriz, assim, essa técnica também
€ conhecida como clonagem in vitro, e s6 é possivel gracas a totipoténcia das células
vegetais (FARIA et al., 2012).

Para se obter, por exemplo, uma muda de orquidea a partir da divisdo convencional
de propégulos da planta matriz, sdo necessarios em média dois anos. Enquanto que, através
da micropropagacao, neste mesmo periodo, podem ser produzidos milhares de explantes,
com um cultivo rapido e em larga escala de plantas livres de doencas e, inclusive, de
mudas de espécies dificeis de serem propagadas no sistema convencional (FARIA et al.,
2012; DAMIANI & SCHUCH, 2008).

A micropropagag¢do é uma técnica que reduz a variabilidade genética, uma vez
que uma matriz é selecionada e utilizada para a producédo de milhares de clones. No
entanto, sua viabilidade para a manutengcdo de germoplasma e producdo de espécies
de dificil propagacdo natural, ameacadas de extingdo em seu habitat natural e em
fragmentos florestais, € inquestionavel. Uma alternativa para reintrodugéo dessas espécies
micropropagadas, prezando por maior variabilidade, seria aumentar o nUmero de matrizes
utilizadas na obtencao dos clones. Essa técnica desempenha também papel importante na
selecdo de linhagens e melhoramento de espécies de cultivo ndo convencional, mas de
relativo potencial comercial, como por exemplo plantas de interesse medicinal comumente
retiradas de maneira extrativista de seus locais de ocorréncia, sofrendo grande pressao
antropica e consequentes gargalos genéticos.

VANTAGENS E DESVANTAGENS DA MICROPROPAGACAO

Abaixo estdo descritas as vantagens e desvantagens da técnica de micropropagacéo
in vitro sobre os métodos tradicionais, segundo Souza et al., (2006a), Souza et al., (2006b)
e George et al., (2008):

Vantagens

» As culturas séo iniciadas a partir de fragmentos muito pequenos de plantas

(explantes), depois pequenos brotos ou embrides séo regenerados e cultivados
em ambiente controlado;

» Nao requer grandes espacos e/ou superficies para a manutencao das plantas
ou mesmo para o0 aumento de individuos cultivados;

+ A propagacéo é idealmente realizada em condi¢des assépticas, evitando con-
taminacoes;
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+ Um ajuste mais flexivel dos fatores que influenciam propagacéao vegetativa é
possivel, como nutrientes e doses de reguladores de crescimento, luz e tem-
peratura;

+  Permite que as espécies selecionadas sejam disponibilizadas rapida e ampla-
mente, com muitas plantas produzidas em pouco tempo e de forma padroniza-
da;

+ Possibilita a produgéo de clones de espécies que, empregando-se outras téc-
nicas, apresentam desenvolvimento lento ou recalcitrancia para a propagacao
vegetativa;

*  Aproducdo mantém-se continua e independente da sazonalidade ao longo do
ano;

+ O material regenerado por micropropagagéo pode ser armazenado por longos
periodos e sujeito a varias repicagens;

+ O material vegetal micropropagado precisa de pouca atencéao entre subculturas
e nao ha trabalho ou demandas convencionais como rega, capina, pulveriza-
céo;

+ Em casos especiais, a rapidez na formagéo de mudas padronizadas para co-
mercializacéo faz com que a micropropagacao seja mais vantajosa economica-
mente em comparagao aos métodos tradicionais de multiplicacao.

Desvantagens

»  Necessidade de infraestrutura adequada e dependente de um investimento re-
lativamente alto e m&o de obra especializada para operacionaliza¢éo do siste-
ma;

+ Possibilidade do surgimento de taxas indesejaveis de variantes somaclonais,
ou seja, plantas que ndo correspondem geneticamente a planta matriz;

+ O custo inicial dos propagulos é relativamente alto;

+ As plantas in vitro ndo séo capazes de suprir sua prépria exigéncia de matéria
organica pela fotossintese (ou seja, ndo sao autotréficos), sendo necessaria a
suplementagéo do meio de cultivo, e tém que passar por um periodo de transi-
céo antes de serem capazes de crescer independentemente;

+ Como sao cultivadas dentro de recipientes, de vidro ou plastico, fechados,
com umidade relativa alta e ndo sao fotossinteticamente autossuficientes, as
plantulas jovens s&o mais suscetiveis a perda de agua no ambiente externo.
Precisando, portanto, passar por uma fase de adaptacdo a um ambiente onde
lentamente diminui-se a umidade e aumenta-se a luminosidade. Esse periodo,
denominado aclimatizacéo, &€ também conhecido pelas maiores perdas de plan-
tulas e necessita de protocolos padronizados e especificos para cada cultura.
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De um modo geral, grande parte das desvantagens aqui apresentadas podem ser
facilmente contornadas com treinamento de pessoal e padronizacao de protocolos, sendo o
investimento em instalagdes o principal impedimento a sua pratica em maiores proporcoes.
No entanto, em se tratando da prospecc¢do e conservagdo de espécies endémicas do
Cerrado, a prética é reconhecida como parte daquelas de maior viabilidade sobretudo para
espécies de dificil reproducao sexuada.

Obviamente que para a execucdo dessa técnica & necessario atender etapas
importantes para o estabelecimento de protocolos bem sucedido. Algumas delas serdo

abordadas a seguir.

Selecao da planta Matriz e tipo de explante

No cultivo in vitro de plantas, alguns procedimentos precisam ser adotados para o
sucesso da técnica, por exemplo, a escolha e selecao da planta matriz e o tipo de explante
que sera utilizado. A maioria das plantas apresentam dois estadios de desenvolvimento,
sendo estas a fase juvenil e a fase adulta. A fase juvenil compreende o estado vegetativo
da planta, onde a formacéo de 6rgéos juvenis fica disposta na base do caule. Ja na fase
adulta, as plantas estéo fisiologicamente maduras e o meristema apical forma estruturas no
apice do caule, florescendo normalmente (READ & PREECE, 2014).

Geralmente ha preferéncia na utilizagdo de plantas adultas para realizacdo da
técnica de micropropagacao, visto que estas ja possuem expressas as caracteristicas
desejadas. Porém, a utilizacao de espécies adultas pode ser dificultada pela alta incidéncia
de contaminaga@o microbiolégica, além da apresentacdo de recalcitrancia vegetativa por
algumas espécies, sendo necessaria a adogdo de técnicas pré-tratamento, como a poda
drastica, enxertia, microenxertia e subcultivos (JUNGHANS & SANTOS - SEREJO, 2006).

Os explantes sdao segmentos de tecidos ou 6rgdo vegetal, destinados para o
estabelecimento in vitro, e podem ser provenientes de folhas, gemas axilares ou apicais,
cotilédones, embrides, évulos, entre outros (CID, 2010) (Figura 1). Aidade e disponibilidade
da planta a ser utilizada e o nivel de contaminagdo em que se encontra o material séao
condi¢cdes que influenciam na obtengdo de plantas viaveis. Segundo Read e Preece
(2014) a planta matriz (doadora do explante) precisa conter o minimo de contaminacao
microbiolégica possivel, visto que assim os explantes utilizados terdo maior probabilidade
de desenvolvimento morfofisiolégico. Se a planta matriz se encontra em ambiente externo,
deve-se preferir a utilizacdo de explantes em periodo de brotacéo.

Umatécnica utilizada para identificar a viabilidade do explante, geralmente sementes,
consiste em utilizar o cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio (CCT), que quando em contato com o
material testado, ird proporcionar uma coloracao vermelha nos tecidos viaveis (CID, 2010).
Outro fator que pode influenciar na realizagdo da técnica é o requerimento nutricional e
hormonal que cada explante ir4 necessitar, visto sua variabilidade de acordo com o nivel
morfolégico.
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Figura 1. Diferentes tipos de explantes utilizados para a técnica de micropropagacao.

No momento da coleta do explante faz-se necessario a utilizacdo de instrumentos
limpos e/ou esterilizados para obten¢cdo do material com menor risco de contaminacéo.
Antes do cultivo in vitro € realizada a assepsia da superficie do explante, submetendo o
material a diferentes substéancias germicidas. Dentre estas substancias, geralmente sdo
utilizados: etanol 70%, hipoclorito de sodio ou hipoclorito de calcio, Tween 20 (1 gota a
cada 100 mL de agua) ou até mesmo detergente comercial (CARVALHO et al., 2006).

Etapas da micropropagacao

Envolvendo um grupo heterogéneo de técnicas que tém sido empregadas nao
apenas em estudos basicos das plantas, mas também abrangendo recentes e importantes
métodos, a micropropagacao tem possibilitado a propagagéo de plantas isentas de virus
e outros patdgenos, sistémicos ou ndo, e o desenvolvimento de novos genotipos em
laboratério (SOUZA et al., 2006).

Dessa forma, para que o processo de micropropagacdo seja completo, séo
necessarias trés etapas basicas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998), ou ainda pode-se
incluir a etapa de selegdo da planta matriz e a aclimatacao, totalizando cinco etapas. Porém
aqui, detalharemos sobre as trés etapas denominadas: estabelecimento, o inicio da cultura;
multiplicagéo, a indugéo para o aumento de brotos ou embrides somaticos, e enraizamento,
quando a plantula é preparada para a transferéncia ao solo e aclimatacao (Quadro 1).
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Estagio da Cultura
|. Estabelecimento II. Multiplicagéo lll. Enraizamento
. ~ Separar e preparar
Induzir a produgéao brotos propagulos para ter uma
alta taxa de sobrevivéncia

Crescimento de tecidos /
ou embrides somaticos
como plantas individuais no

Métodos de
micropropagacao orgéos excisados in vitro livre
de algas, bactérias, fungos e nas culturas
outros contaminantes. . .
0s co S ambiente externo.
Transferénci rot .
Cultura de brotos ansierencia de bro 08 Induzir maltiplas
apicais ou brotos laterais brotades (axilares)
desinfestados, para meios o cre?scimento dos Alongamento de brotos
solidos ou liquidos e o inicio brotos para um formados no Estagio Il para
do crescimento de brotos par uniformizar os brotos.
tamanho suficiente para h :
para cerca de 10mm. separacio, seja como Enraizamento dos brotos in
vitro ou for: recipient
novo Estagio Il explantes 0o dg guclit%r: piente
ou para passagem a lll. '
. Isolamento asséptico de . . Como a cultura de brotos.
Brotos de meristemas edacos de merips temas Induzir muitos
florais pedac florais meristemas a produzir
' brotos vegetativos.
Germinagdo asséptica de Induzir a mdiltipla Como a cultura de brotos
Multiplas brotacdes de sementes%m mei opc om alta proliferagéo de brotos. ’
sementes = L Brotos na subcultura.
concentracéo de citocinina.
Transferéncia dos brotos
muito pequenos .
h Crescimento dos brotos
(comprimento 0,2-0,5 mm) ara cerca de 10 mm
para cultura. gm seguida 0s brotos Como a cultura de brotos.
Brotos mais longos (1-2mm ~ .
90s ) séo transferidos para a
Etapa Ill.

Cultura de meristemas

s&o usados como explantes
se obtido de plantas tratadas
termicamente

Propagacéao por indugao
Como para a cultura de da gema axilar em cada
brotos, mas os brotos nd para crescer em um Como a cultura de brotos.
Unico broto.
A subcultura pode ser

Cultura de segmentos
crescem mais para mostrar

internodios claros.
repetida indefinidamente.

nodais

Ainducao de brotos
diretamente do explante
sem prévia formagao
de calo. Brotos assim
formados geralmente
podem ser divididos e
usados como explantes
para novas subculturas

contaminagao.
do Estégio Il ou cultura
de brotos.

Estabelecimento de
explantes com tecido vegetal
Regeneracéo direta de | de uma matriz adequada (por Como a cultura de brotos.
brotos dos explantes exemplo, folha ou segmentos
de haste) em cultura sem
Crescimento dos embrides
em plantulas que podem
ser transferidas para o

Ainducéo direta de
ambiente externo.

Estabelecimento adequado
embrides somaticos nos

de explantes de tecido
Embriogénese direta embriogénico ou somatico explantes sem prévia
previamente formado de fgrma 30 de galo
embrides. ¢ ’
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Embriogénese indireta
de calos embriogénicos
ou culturas em
suspensao

Iniciagéo e isolamento de
calos com a capacidade de
formar embrides sométicos,

ou obtencgéao de culturas

de calos embriogénico em
suspens&o ou por nova
inducao.

Subcultura do calos
embriogénicos ou cultura
em suspensao seguidos

de transferéncia para

um meio favoravel ao

desenvolvimento do
embrido

Crescimento dos embrides
somaticos em “plantulas”.

Formacgéao de 6rgaos de
armazenamento

Isolamento e cultura de
tecido / érgéos capazes
de formar 6rgéaos de
armazenamento.

Inducéo a formacao
de érgaos de
armazenamento e as
vezes dividindo-os para
iniciar uma nova cultura
estagio Il.

Crescimento de brotos
/ plantulas obtidos de
orgaos de armazenamento
para transferéncia para o
solo: OU crescimento dos
6rgéos de armazenamento
a um tamanho adequado
para o plantio no solo.

Quadro 1. Etapas da micropropagagéo.

Fonte: George et al., 2008.

Meios de cultura comerciais

O cultivo in vitro pode ser realizado a partir de formulagdes que atendam as

necessidades nutricionais para o desenvolvimento das plantas. Os meios mais utilizados
para o cultivo in vitro sdo o Knudson (1946), o Vacin e Went (1949), o MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962) e o WPM — Wood Plant Medium (LLOYD & Mc COWN, 1981), sendo
que cada meio especifico € identificado pela composicdo e concentracéo de sais minerais,

vitaminas, reguladores de crescimento e outros suplementos organicos (VENTURA et al.,

2002), como pode ser visualizado na tabela 1.

VACIN E

COMPOSICAO MS WENT KNUDSON WPM
Macronutrientes (9/1000 mL)* (mg L") (mg L") (mg L")
NH,NO, 33 - 525 -

KNO, 38 - - -
CaCL,.2H,0 8,8 - - 96,0
MgS0,.7H,0 7,4 250 250 370,0

KH,PO, 3,4 250 250 170,0
Ca3(P04)2 - - 200 -
Fe2(C4H406)3.2H20 - - 28 -
(NH4)2504 - 500 500 -
Ca(NO3)2.4H20 - 1000 - 556,0
K,SO, - - - 990,0
Na,SO, - - - 400,0
Micronutrientes (9/100 mL)* (mg L") (mg L") (mg L")
ZnS04.7H20 0,86 - - 8,6
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H3BO3 0,62 - - 6,2

MnS04.4H20 2,23 7,5 7,5 22,3
CuS04.5H20 0,0025 - - 0,25
Kl 0,083 - - -
Na2MoO4.5H20 0,025 - - 0,25
CoCl2.6H20 0,0025 - - -
FeEDTA (9/500 mL)* (mg L) (mg L)
FeS04.7H20 1,86 25 - 27,8
Na2EDTA.2H20 1,39 - - 37,2
Vitaminas (m,,?./_;? 0 (mg L")
Acido nicotinico 50 - - -
Piridoxina — HCI 50 - - 1,0
Tiamina — HCI 100 - - -
Glicina 200 - - -
Suplemento Organico (gL (gL (gL")
Sacarose 30 20 20 -
Agar 7 7 7 -
Mio-inositol 0,1 - - -
Carvao 1 - - -

Legenda: *Para o preparo de 1 litro do meio MS sé&o utilizados aliquotas de 50 mL L' de
macronutrientes, 1 mL L' de micronutrientes, 10 mL L' de FEEDTA e 1 mL L' de vitaminas.
Fonte: Adaptado de Faria et al. (2012).

Tabela 1. Formulagdo dos meios sintéticos MS, Vacin e Went, Knudson e WPM para
micropropagagao.

Os meios podem ser acrescidos de reguladores de crescimento no cultivo in
vitro para suprir as deficiéncias dos teores enddégenos do préprio explante, estimulando
respostas de interesse para diferenciagdo, crescimento, alongamento e multiplicacao
celular (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990). Também podem ser suplementados
por compostos orgéanicos, carvao ativado, fitorreguladores, vitaminas, entre outros que
estimulem o desenvolvimento das orquideas (FARIA et al., 2012).

Os meios de cultura sao formulados de acordo com a exigéncia nutricional de cada
planta, e sdo compostos de macronutrientes e micronutrientes. Os macronutrientes séo
exigidos em uma quantidade superior aos micronutrientes, e fazem parte deste grupo o
Fosforo, Magnésio, Nitrogénio, Calcio, Potéassio e Ferro. J& os micronutrientes podem ser
compostos pelo Manganés, Zinco, Boro, Cobre Cloro, Molibdénio, Cobalto e lodo (FARIA
et al., 2012). Para o cultivo in vitro € necessaria a incorporagéo de uma fonte de carbono,
sendo a sacarose amplamente utilizada, em uma concentracéo de 20 a 30 g L.

Em orquideas, o cultivo in vitro é feito normalmente em meio %2 MS (MURASHIGE
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& SKOOG, 1962), ou seja, com a metade da concentracdo de sais presente em sua
formulagéo. Ja a formulacao do meio WPM foi desenvolvida especificamente para plantas
lenhosas por Lloyd e McCown (1980), apresentando % dos sais do meio MS. No entanto,
estes meios, custam em média US$ 55,00 a 70,00, o MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
e o0 WPM (LLOYD & Mc COWN, 1980), respectivamente, para produzir 10 L de meio de
cultivo.

Os meios mais utilizados para o cultivo in vitro sédo o Knudson (1946), o Vacin e
Went (1949) e o MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), sendo que cada meio especifico é
identificado pela composi¢éo e concentracéo de sais minerais, vitaminas, reguladores de
crescimento e outros suplementos organicos (VENTURA et al., 2002).

Meios de cultivo alternativos

Na micropropagacao in vitro ha uma necessidade no desenvolvimento de plantas
que apresentem a mesma qualidade fisiolbgica das obtidas com o uso de formulagbes
comerciais, porém utilizando meios que reduzam os custos de producédo. Estes meios,
conhecidos como meios alternativos possuem formulagdes simplificadas, utilizando
insumos e residuos que, apesar do baixo custo tem permitido o sucesso da propagacao in
vitro de diferentes espécies de plantas (FARIA et al., 2012).

Muitos trabalhos tém descrito meios de cultura alternativos simplificados e que,
minimizam os custos da micropropagacéo in vitro, notadamente no cultivo de orquideas.
E o caso da utilizagdo de polpa de banana e de fertilizante N:P:K (10:30:20) em Laelia
longipes Rchb.f., Laelia tenebrosa Rolfe e Miltonia spectabilis Lindl., de forma que as
plantulas cultivadas nesse meio apresentaram maior acimulo de massa seca (STANCATO
et al., 2008).

Su et al. (2012) também utilizaram meio contendo fertilizante N:P:K (08:09:09) e
adicdo de polpa de banana em Dendrobium nobile Lindl., o que se mostrou bastante eficiente.
O mesmo ocorreu para a espécie Vanda tricolor Lindl, cultivada em polpa de banana e
fertilizante (FAVETTA et al., 2014). Para Cattleya bicolor Lindl, 0 meio mais adequado para
o desenvolvimento desta espécie foi 0 meio contendo polpa de coco (SOUZA et al., 2013).
Faria et al. (2012) utilizou como meio alternativo a adicao de banana nanica processada
sem casca, sacarose, Agar, fertilizante quimico N:P:K (8:9:9) e carvao ativado.

Bernardi et al. (2004) avaliaram o desenvolvimento in vitro de Musa spp. AAB com
diferentes fontes de carbono em substituicdo a sacarose P.A., sendo estes o agicar mascavo
e o0 acgUcar cristal. Segundo estes autores, o agucar cristal ndo apresentou diferenca
significativa da sacarose P.A. nos diferentes parametros de crescimento avaliados. Costa
et al. (2007) avaliaram o efeito do amido de mandioca como agente gelificante alternativo
no cultivo in vitro de Musa sp., obtendo resultados similares quando comparados aos
tratamentos contendo agar.

Pereira et al. (2018) utilizaram o sobrenadante do cultivo da microalga Chlorella

A Estruturacao e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade  Capitulo 3 m



sorokiniana como meio alternativo para a micropropagacgao de Schomburgkia crispa Lindley,
obtendo crescimento de explantes similares ao tratamento contendo o meio comercial
WPM. Assim, pode-se inferir que a microalga C. sorokiniana pode ser aplicada na forma de
suplementacgéo ou até mesmo substituta de meios sintéticos para o cultivo in vitro.

Reguladores de Crescimento

A compreensao das propor¢bes dos reguladores de crescimento € essencial para
0 sucesso da micropropagacdo. As auxinas, citocininas e giberelinas sdo os reguladores
de crescimento mais utilizados na cultura de tecidos, sendo o tipo e a concentragéo que
geralmente determinam a resposta morfogenética. A proporcdo da interagdo auxina/
citocinina no meio de cultura é determinante para a resposta organogénica. Geralmente,
um aumento da relagédo auxina/citocinina induz a formagéo de raiz, enquanto uma redugéo
da relagao auxina/citocinina induz a formacgéo de brotos (TAKAHASHI, 2002).

Uma das principais fungdes das auxinas nos vegetais € a regulacao do crescimento
por alongamento de caules jovens e coleodptilos e formacgéo de raizes (TAIZ et al., 2017).
Entre as auxinas, o &acido indol-butirico (AIB) tem sido o mais utilizado pelo fato de nédo
causar fitotoxicidade ao explante em uma ampla faixa de concentracdo (IACONA &
MULEO, 2010). Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de analisar a
influéncia de AIB sobre o enraizamento in vitro de orquideas, como em Dendrobium sabin
(RAFIQUE et al., 2012) e Oncidium baueri (CAMARGO et al., 2015); ex vitro em Arundina
bambusifolia, Dendrobium nobile, e Oncidium sp. (MENGARDA et al.,, 2013), onde néo
foi relatado efeitos toxicos decorrentes das concentragdes de AIB utilizadas. Ainda foi
observado que baixas concentragdes de AIB promoveram maior desenvolvimento in vitro
de raizes em Dendrobium sabin e Oncidium baueri, mas no cultivo ex vitro, a utilizagdo de
AIB promoveu enraizamento somente em D. nobile na concentragéo de 1200 mg L.

As citocininas séo reguladores de crescimento que exercem importante papel na
micropropagacao, pois influenciam diretamente a expanséo foliar, a quebra da dominancia
apical e a formacdo de gemas adventicias (POZO et al., 2005). Entre as citocininas, a
6-benzilaminopurina (BAP) tem sido a mais indicada para promover a proliferacédo de
partes aéreas e inducao de gemas adventicias in vitro (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998). Em orquideas pode-se destacar os estudos realizados em Dendrobium (NAMBIAR
etal.,, 2012), Brassocattleya(CARDOSO & ONO 2011) e Phalaenopsis (SUBRAMANIAN et
al., 2009), onde os resultados indicaram que a aplicagcédo de BAP aumentou a percentagem
de inflorescéncia e contribuiu para o aumento no nimero de brotagées, folhas e flores
produzidas.

As giberelinas estdo ligadas a germinacgéo, crescimento, floracdo e frutificacdo
de plantas. Estes hormdnios estdo ligados a diversos processos associados ao
desenvolvimento, como a indugdo do crescimento de nés e de meristemas estimulando
o alongamento caulinar, na transicdo da fase juvenil para fase madura, rompimento da
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dorméncia de embrides e gemas, entre outros. (CARVALHO et al., 2006; GUERRA &
RODRIGUES, 2017). As giberelinas s@o consideradas os horménios com maiores efeitos
no desenvolvimento de plantas quando comparadas a outros reguladores de crescimento.

O etileno esté associado a floragdo, frutificacdo e abscis@o. Este regulador é um
horménio gasoso que regula a germinacao de sementes, auxiliando no crescimento e na
expansao e diferenciacdo celular. O etileno promove o amadurecimento de frutos, e atua na
senescéncia (processo natural de envelhecimento) e a absciséo foliar e floral (queda das
folhas e flores), respondendo também a estresses bibticos e abibticos (TAIZ et al., 2017).

O acido abscisico € um hormdnio associado a absicéo foliar e floral e a dorméncia.
Este horménio regula o desenvolvimento de sementes, regula crescimento radicular e
de partes aéreas, atua na dorméncia de gemas e no florescimento (TAIZ et al., 2017).0
acido abscisco também estéd envolvido em algumas respostas a patdgenos e a estresses
ambientais.

Os brassinosteroides (BRs), ou brassinas, sdo horménios da mesma natureza
dos fitoesteroides polioxigenados e possuem a capacidade de promog¢do do alongamento
caulinar, regulam a fotomorfogénese, a germinacdo e promovem a formacao de células
do xilema - os traqueides (CID, 2010). Como estes reguladores possuem uma influéncia
significativa na dindmica e na funcionalidade celular, sédo considerados esséncias para que
as plantas possam se desenvolver e crescer de forma normal (CLOUSE, 2016).

O triacontanol também é um horménio presente na cuticula vegetal de algumas
plantas composto por um &lcool triacontano - 30 carbonos (CID, 2010). Alguns estudos
mostram que o triacontanol auxilia no estabelecimento in vitro de algumas cultivares,
agindo sobre parametros fisiologicos que promovem o desenvolvimento e crescimento de
plantas (VERMA et al., 2011).

O acido jasmonico esta associado com respostas de defesa da planta contra
patdégenos microbianos e contra insetos, além de inibirem o crescimento e germinagéo
de sementes, inibir crescimento radicular e caulinar, promovendo também processos de
senescéncia e abscisao foliar (BARI & JONES, 2009). O acido jasmoénico esta associado
também nos processos de formacdo de tubérculos, amadurecimento de frutos e na
producao de alguns pigmentos (COLLI, 2017).

Apesar de sua relevancia para o estabelecimento e boa condugéo do cultivo in vitro,
os reguladores de crescimento apresentam custos consideravelmente altos, alcancando
valores de US$ 55,00 o grama da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e US$ 32,00 o
grama da auxina acido indolbutirico (AIB) (SIGMA, 2019). Dessa forma, é necessaria a
busca por elicitores e meios de cultivo alternativos, capazes de reduzir os custos e favorecer
o desenvolvimento de plantas com a mesma qualidade fisiol6gica das obtidas com o uso de
formulagcbes comerciais.
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Estado da Arte

A Micropropagacao tem sido aplicada em diversos estudos de propagacéo in vitro de
espécies nativas do Cerrado, empregando diferentes érgéos e tecidos para a regeneragéo
das plantas de interesse. Destacam-se abaixo alguns trabalhos que fazem referéncia as
metodologias mais recentes e aos seus resultados obtidos.

Utilizando a cultura de brotos Pereira et al. (2018) realizaram a micropropagacao
de Schomburgkia crispa, uma Orchidaceae ameacgada de extingdo no Cerrado. Utilizando
a microalga Chlorella sorokiniana como suplemento do meio WPM e meio de cultivo
alternativo.

A microalga foi utilizada de duas formas: microalga em suspenséo e sobrenadante
(Figura 2). O maior desenvolvimento da parte aérea, foi obtido com o uso do meio de cultura
WPM com 5,0 mg L' de BAP suplementado com o sobrenadante de Chlorella sorokiniana.

~

Microalga em suspensio Microalga em suspensio
submetida a 3500 rpm

por 5 min

Sobtrenadante

Apbs a centrifugacio, a
obtencio do sobrenadante

Figura 2. Detalhe metodol6gico da microalga em suspenséo e da obtengdo do sobrenadante da
microalga Chlorella sorokiniana.

Explantes cultivados em meio contendo WPM e WPM com microalga em suspenséo,

na presenca e auséncia de regulador apresentaram raizes mais desenvolvidas.
Com o meio alternativo a base de C. sorokiniana, o cultivo in vitro de S. crispa pode
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ser realizado tanto com sobrenadante quanto com microalga em suspenséo, em detrimento
do meio comercial WPM, sem perder a qualidade das plantulas. Assim a técnica de
micropropagacéo juntamente com a utilizagdo da microalga C. sorokiniana é uma excelente
ferramenta para a conservacgéo S. crispa em fragmentos florestais do Cerrado, podendo ser
utilizadas também em outras espécies dificeis de serem propagadas e principalmente as
ameagcadas de extingéo.

Buscando determinar melhores condicbes in vitro para a micropropagacdo de
Anacardium othonianum Rizz. (Figura 3), uma espécie frutifera e medicinal nativa do
Cerrado brasileiro, Souza et al. (2017), utilizaram segmentos nodais, e obtiveram plantulas
com elevada qualidade fisiolégica com meio WPM 50% suplementado com 2.0 g L ' de
carvao, 30 g L ' de sacarose e 4.0 g L ' de acido indolbutirico (AIB), sendo totalmente

efetivos para o estabelecimento, crescimento e enraizamento.

Figura 3. Arvore de Anacardium othonianum Rizz. com fruto. Foto: Assis et al., 2011.

Avaliando diferentes meios de cultura para a germinacao e multiplicagéo in vitro de
Eremanthus erythropappus, Prudente et al., (2016) buscaram estabelecer um protocolo
visando a rapida multiplicacao da Candeia (Eremanthus erythropappus), uma espécie
nativa do Cerrado com potencial econdmico para a indUstria madeireira e farmacéutica,
mas que possui uma baixa taxa de germinacao ex vitro.

Para a germinagao in vitro foram testados diferentes meios de cultura e também
foram testadas concentragdes de GA, e niveis de pH no meio de cultura 2 WPM (Tabela 2).
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Germinagéo in vitro de Eremanthus erythropappus

Meios de cultura Variacdes no meio de cultura 4 WPM

Giberelina pH
WPM 0mg L’ 4,8
Y2 WPM 0,2mgL"’ 5,8
Y WPM 0,4 mg L’ 6,8

MS 0,6 mg L’

Y2 MS 0,8 mg L*

Y4 MS

Tabela 2. Variagdes no meio de cultura para a germinagéo in vitro de Eremanthus
erythropappus.

Para a multiplicacéo in vitro, segmentos caulinares foram inoculados em meio de
cultura ¥4 WPM, suplementado com BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0 mg L).

As brotacdes obtidas in vitro foram individualizadas e inoculadas em meio de cultura
Y4 WPM, suplementado com AIB (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg L") e 1,5 g L de carvao ativado
para o enraizamento in vitro. As brota¢des foram transferidas para tubetes contendo
Plantmax® para posterior aclimatizacdo. Dessa forma, os autores observaram que o
protocolo mais eficiente para a germinagéo in vitro de candeia é utilizando o meio de cultura
Y4 WPM suplementado com 0,56 mg L' de GAS e nivel de pH 4,8. No caso da multiplicacéo,
0 meio de cultura mais eficiente foi %4 WPM suplementado com 2,8 mg L' de BAP e 3,1 mg
L' de AIB. As plantas apresentaram 70% de aclimatizacédo ex vitro, demonstrando que ha
viabilidade de sobrevivéncia das plantulas no ambiente externo (Figura 4).

Figura 4. Brotagbes de candeia inoculadas em meio de cultura ¥4 WPM suplementado com 3,2
mg L' de AIB, evidenciando o sistema radicular bem desenvolvido aos 30 dias de cultivo in
vitro (A). Brotagao de candeia aclimatizada em substrato Plantmax® aos 60 dias de cultivo ex
vitro (B). Fonte: Prudente et al. (2016).
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Braga et al. (2015) apresentaram um protocolo para a germinacdo in vitro e
inducéo de calos em Pyrostegia venusta, uma espécie medicinal do Cerrado. Foi obtido o
estabelecimento de culturas a partir de sementes germinadas in vitro e a inducéo de calos
diretamente de explantes foliares das plantulas obtidas.

As sementes foram germinadas em meios MS e WPM contendo 100 e 50% da
concentracéo de sais, suplementado com 30 g L' de sacarose. A calogénese consistiu na
inoculacao de segmentos foliares em meio MS acrescido de 2,4-D ou BAP, na presenca ou
auséncia de luz.

A porcentagem de germinacao foi em média de 85%. Partes aéreas e raizes de
plantulas obtidas em meio WPM com 50 e 100% da concentragdo de sais, apresentaram
elevados teores de compostos fendlicos totais e flavonodides, em relagdo aquelas obtidas
em meio MS.

Ja os calos induzidos com menores concentra¢des de 2,4-D apresentaram maiores
valores de matéria fresca e seca. Todos os tratamentos proporcionaram a obtenc¢éo de calos
com teores de compostos fendlicos totais e flavondides iguais ou superiores ao explante
inicial. Demonstrando a relevancia desta técnica para a obtencdo dessas plantulas que
apresentam alto potencial antioxidante.

Almeida et al., (2015) estabeleceram protocolos eficientes para a multiplicacéo e
enraizamento in vitro, bem como para a aclimatiza¢do ex vitro de Aegiphila verticillata, uma
espécie arbérea do Cerrado.

Culturas assépticas foram estabelecidas a partir de sementes e dois experimentos
de multiplicagdo foram realizados. No primeiro experimento, foram utilizados
6-benzilaminopurina (BAP — 0; 2,5; 5; e 7,5 uM) + acido a-naftaleno acético (ANA - 0; 0,2;
0,4; e 0,6 uM) e, no segundo, sulfato de adenina, cinetina ou thidiazuron (0; 5; 7,5; 10; e
12,5 uM).

Houve mais de 90% de germinacédo das sementes e reduzida taxa de contaminacao
(2%). Na etapa de multiplicac@o, o meio que promoveu o melhor desenvolvimento qualitativo
e quantitativo das culturas foi o suplementado com 7,5 uM de BAP + 0,4 uM de ANA.

No experimento de enraizamento, foram utilizados ANA, acido indol acético (AIA)
ou acido indol butirico (AIB) (0; 0,1; 0,2; 0,3; e 0,4 uM). Plantulas enraizadas foram
aclimatizadas inicialmente por 30 dias em bandejas de isopor, periodo ap6s o qual foram
transferidas para vasos, em casa de vegetacdo. Apenas 3% das plantas submetidas a
aclimatizacao inicial morreram, e 70% daquelas transferidas para a casa de vegetagéo
sobreviveram e apresentaram desenvolvimento normal (Figura 5).
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Figura 5. Plantas de A. verticillata em condigbes de campo, 1,5 ano (A) e 90 dias (E) apés
a aclimatizacédo (escala = 10 cm). Detalhes de frutos na fase inicial de desenvolvimento (F)
(escala = 1 cm). Culturas em meio de multiplicacdo em resposta ao BAP + ANA (uM) (1 =
75+00;2=75+0.2;3=75+0,4;4=7,5+0,6); e 90 dias ap6s a inoculagéo (C), e a
diferentes concentragdes de SA (1 =7,5 uM), KIN (2 = 7,5 uM) e TDZ (3 = 5 pM), um ano
apos a inoculagéo in vitro (B); culturas em meio de enraizamento em presenca de diferentes
concentracoes de AlA e AIB, 90 dias ap6s a inoculagéo in vitro (D) (escala = 1 cm). Fonte:
Almeida et al., (2015).

Esses sé@o alguns exemplos de trabalhos que corroboram sobre a viabilidade e
importancia da micropropagagéo para a prospeccgdo de espécies endémicas do Cerrado,
existem muitos outros inclusive aplicados a outros biomas e grande parte desses
aplicados a produgé@o de genotipos de interesse comercial mas de dificil reprodugéo; a
producao padronizada e continua de metabdlitos de interesse medicinal; a conservacéao
de germoplasmas de espécies ameacgadas de extingdo. Mas ndo poderiamos finalizar este
capitulo sem citar a importante contribuicdo da micropropagacéo para pesquisas voltadas
a biologia molecular das plantas, que nos levaram a elucidagéo de respostas metabdlicas a
diferentes elicitores (VANISHREE et al., 2004; DINNENY e BENFEY, 2008; LAMBERT et al.,
2011; POLLIER et al., 2011; DUDAREVA et al., 2013) , a compreensdo de mecanismos de
expressao génica (VERPOORTE e MEMELINK, 2002; GOSSENS et al., 2003; GOSSENS
e RISCHER, 2007) e suas respostas as variagdes climaticas (SEXTON et al., 2016), dados
esses que muito em breve devem auxiliar e influenciar na selecéo de genoétipos adequados
para recuperacdo de areas degradadas considerando suas proprias particularidades.
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