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1. INTRODUCAO

A clonagem vegetal, ou micropropagacio, ¢ uma técnica do cultivo 7 vitro de
plantas que abrange de forma interdisciplinar as areas de morfologia, fisiologia,
bioquimica, fitopatologia, genética, entre outras. A micropropagacio vem se
destacando em varios setores agricolas, tais como: fruticultura, floricultura,
horticultura, como também na area florestal, por promover o incremento da produgao
de mudas vigorosas e livres de patdgenos, contribuindo consequentemente, para o
aumento da produtividade do setor agricola.

A terminologia “cultivo 7z vitro de plantas” engloba o cultivo de células, tecidos
e 6rgdos de plantas. Existem varias técnicas de cultivo 7z vitro de plantas além da
micropropagaciao dentre elas podemos citar: o cultivo de protoplastos, que permite
hibridizar variedades diferentes vencendo barreiras genéticas; o cultivo de anteras que
viabiliza a producdo de plantas haploéides, que em seguida diploidizadas produzem
um s6 tipo de gameta para um determinado locus (produgdo de linhagens puras);
limpeza clonal utilizada para producao de plantas livres de patégenos, entre outras. O
cultivo 7 vitro de células, tecidos e/ou 6rgaos, di também suporte técnico a trabalhos
de transformacdo genética e obtencio de plantas transgénicas.

Dentre as técnicas de cultivo i vitro, a micropropagac¢ao é uma das aplicagoes mais
rotineiras e de maior impacto para agricultura, pois permite uma rapida multiplicacdo

das plantas em larga escala, com caracteristicas agronomicas superiores. Os explantes,
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segmento de tecido ou 6rgao retirado da planta matriz utilizado para iniciar o cultivo

in vitro, utilizados mais frequentemente sao apices caulinares, meristemas ou gemas.

2. MICROPROPAGAGAO

A micropropagacao também conhecida por propagacio /i vitro ou clonagem
de plantas, permite a propaga¢do em larga escala de plantas sadias, conservando
as mesmas caractetisticas agronomicas da planta mae. Muitas vezes a propagaciao
assexuada convencional é um processo lento e apresenta sérios riscos de disseminagao
de doencas e pragas, que podem comprometer a producdo. A micropropagacio
permite produzir milhares de plantas, livres de doengas em curto espaco de tempo.

A técnica de micropropagacao consiste, basicamente, em cultivar em ambiente
asséptico (laboratério) segmentos de plantas (gemas, apices caulinares, meristemas,
fragmentos de folhas e raizes, entre outros), em frascos especificos contendo meio
nutritivo adequado, proporcionando a producido de milhares de plantas idénticas a

planta mae (Figura 1A e 1B).

Figura 1. — Produg¢io de mudas iz vifro: mudas cultivadas pelo método
convencional (A e B) e sistema de biorreator de imersio temporaria contendo
plantas (C).

O sistema de micropropagacio pode ser dividido em diferentes estagios:

HEstagio I — Selecdo da planta mae ou matriz: Geralmente as plantas matrizes
possuem caracteristicas agronémicas superiores e recebem tratamento fitossanitario,
nutricional e hidrico, para aumentar a probabilidade de sucesso nos estagios seguintes
da micropropagacao;

Estagio II — Sele¢do e tratamento do explante: Nesse estdgio retira—se um

segmento de tecido (explante) da planta matriz, desinfesta—se e inocula—se em meio

Anais da Academia Pernambucana de Ciéncia Agronémica, vol. 7, p.86-91, 2010.



88 CLONAGEM VEGETAL

nutritivo sob condi¢des assépticas;

Estagio III — Fase de multiplicagdo: Para propagagiao iz vitro utiliza—se
principalmente gemas apicais e axilares, além de brotacGes laterais para realizar os
sucessivos subcultivos;

Estagio IV — Fase de enraizamento: Transferéncia das partes aéreas para meio
de enraizamento e posteriormente transplantio e aclimatizacio das plantas em
substrato.

A etapa de transplantio envolve a transferéncia das plantas da condicio iz vitro
para telado de aclimatizagdo (condigdo ex vifro). Essas plantas sdo transferidas para
tubetes, bandejas ou potes plasticos contendo substrato, que pode ser solo, areia
entre outros. Apos o perfodo de aclimatizagdo, as plantas serdo levadas ao campo,
onde desenvolvem-se normalmente.

A passagem do cultivo 7z vitro para ex vitro é critica e representa, em alguns casos,
um fator limitante do processo de micropropagagio. Isto se deve basicamente aos
seguintes fatores:

a) a planta passa de uma situa¢ao de reduzido fluxo transpiratério, devido a baixa
intensidade de luz e a elevada umidade relativa, para um ambiente que demanda um
incremento na taxa de transpiracio, ficando muito susceptivel ao estresse hidrico;

b) a planta passa de uma existéncia heterotrofica, na qual depende de um
suprimento externo de energia (sacarose no meio), para um estado autotréfico, no
qual precisa realizar fotossintese para sobreviver;

¢) a planta passa de uma condi¢io de alta disponibilidade de nutrientes no meio,

para uma condigdo onde precisa rapidamente incrementar a absor¢ao de sais.

3. ArricacAo CoMERCIAL DO CULTIVO IN VITRO DE PLANTAS

O sucesso de todo e qualquer empreendimento agricola esta condicionado, dentre
outros fatores, a qualidade do material propagativo utilizado, que deve ser produzido
segundo os mais modernos preceitos tecnoldgicos, resultando em um elevado
potencial produtivo de espécies de plantas cultivadas em escala empresarial.

A utiliza¢ao da micropropagacio em ambito comercial ja é realizada em diversos
paises do mundo com destaque para Europa Ocidental, América do Norte, Asia,
Australia e Israel. No Brasil, a principal limitagio para o acesso dos produtores
as mudas micropropagadas ¢é relativamente o elevado custo deste tipo de material
propagativo sendo, entretanto, bastante superior ao das mudas convencionais.

A preocupagao com os elevados custos de produc¢iao das mudas micropropagadas
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tem mobilizado a aten¢do de pesquisadores durante as ultimas quatro décadas.
As atividades desenvolvidas em um laboratério de cultivo iz witro de plantas sido
realizadas em ambiente asséptico com temperatura e luminosidade controladas, ¢ as
plantas desenvolvem—se em meio de cultivo artificial, meio nutritivo, que fornece as
substincias essenciais para o crescimento dos tecidos e controla, em grande parte,
o padrao de desenvolvimento 7z vitro. As mesmas vias bioquimicas e metabdlicas
basicas que funcionam nas plantas em condicio de campo sdo conservadas nas
células cultivadas 7z vitro, embora alguns processos, como a fotossintese, possam
ser inativadas pelas condi¢des de cultivo e pelo estado de diferenciagio das células.
Por isso os meios nutritivos se baselam nas exigéncias das plantas quanto aos
nutrientes minerais e, complementando as substancias sintetizadas pelas células,
varios compostos organicos sao adicionados a0 meio para suprirem as necessidades
metabdlicas, energéticas e estruturais das células. De uma maneira geral, considera—se
que o meio nutritivo é constituido por agua, macro e micronutrientes, carboidratos,
vitaminas e reguladores de crescimento, além de outros aditivos especificos para uma
cultura determinada ou fase especifica de cultivo. Os meios nutritivos podem ser
liquidos ou sélidos, sendo que a cultura em meio liquido exige algum tipo de suporte
ou agitacdo para fornecer o oxigénio necessario para a respiracao do material vegetal.
O meio liquido além de disponibilizar de forma homogénea os nutrirentes para a
planta reduz de forma significativamente o custo de produciao das mudas, uma vez
que nao utiliza agar ou gomas de gellan para a solidificacio do meio.

Desde a década de 80 trabalhos de pesquisa vém sendo desenvolvidos visando
a substituicdo dos meios gelificados por meios liquidos, os quais resultaram na
incorporacio de inovagles tecnoldgicas que incrementaram a produtividade e a
automatizaciao das rotinas de micropropagacao. Na década de 90 foi estabelecido
um novo conceito de cultivo 7z wvitro, o cultivo em biorreatores, definitivamente
estabelecido por Teisson & Alvard (1994). O funcionamento do sistema de imersio
temporaria consiste na transferéncia periédica do meio de cultura de um recipiente
onde fica armazenado, para outro recipiente onde ficam as plantas (Figura 1C). O
meio liquido cobre totalmente os explantes, em intervalos regulares de tempo. O
maior contato das plantas com o meio de cultura incrementa sua absor¢io uma
vez que os nutrientes podem ser absorvidos diretamente pela epiderme das folhas,
caules e raizes. A drenagem do meio liquido implica na renovagao peridédica do ar
dos biorreatores a cada periodo de imersio, evitando o acimulo de gases nocivos

e contribuindo para melhorar as taxas de multiplica¢do e aumento de biomassa dos
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explantes. As taxas de multiplicacdo em biorreatores incrementam em, no minimo,
200% a produgdo de mudas de cana—de—agtcar, banana, abacaxi, entre outros,
quando comparado com o sistema convencional que utiliza o meio sélido.

Uma vez obtido o numero de mudas desejado, as plantas sdo aclimatizadas em

casa de vegetacdo (Figura 2) e em seguida levadas para o campo.

Figura 2. — Aclimatiza¢do de mudas de cana—de—acucar: separagao das
mudas (A) e plantio em tubetes em casa—de—vegetacio (B, C e D).

Comercialmente, os trabalhos tém sido focados principalmente nas espécies
ornamentais, frutiferas e florestais, criando muitos postos de trabalhos em
laboratérios comerciais, viveiros e fazendas, dentre outros setores envolvidos na
logistica do comércio internacional de mudas micropropagadas.

Atualmente s@o chamados de biofdbricas os laboratérios de micropropagagao
de plantas, que produzem em larga escala mudas certificadas provenientes do cultivo
in vitro.

No Estado de Pernambuco, em Recife, a Biofabrica Governador Miguel Arraes,
pertencente ao CETENE (Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste), sio
desenvolvidos protocolos para a micropropaga¢io em larga escala de variedades ¢
clones de cana—de—agucar, espécies frutiferas, ornamentais, oleaginosas e florestais
de importancia estratégica para o Nordeste.

O grande diferencial da Biofabrica do CETENE esta na utilizacio de Biorreatores
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de Imersio Temporaria. Com essa tecnologia, a Biofdbrica tem capacidade instalada
para produzir 1,5 milhées de mudas de cana—de—agucar por més, sendo considerada

a maior da América Latina em termos de produgao.
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