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Introducao

A cultura de tecidos vegetais consiste em uma série de
protocolos que permite a multiplicacdo em grande escala de
plantas na condicdo in vitro (ou seja, em laboratério), sendo
uma das formas de conservacao ex situ de germoplasmas de
plantas (SARASAN et al., 2006). Os primeiros estudos sobre o
cultivo in vitro datam de 1902, quando Gottlieb Haberland
(2003) prop6s a hipodtese da totipoténcia celular, segundo
a qual toda célula vegetal possui a integridade da informa-
cao genética necessaria para formar tecidos, 6rgaos e até
mesmo regenerar a planta completa. O material vegetal com
capacidade proliferativa (explante), quando em condi¢des de
assepsia, temperatura, umidade e luminosidade controladas,
originara uma plantula com raizes e brotos sob o estimulo
adequado de reqguladores de crescimento (substancias analo-
gas aos hormadnios vegetais), que sao adicionados a um meio
de cultivo de composicao definida. A capacidade organogé-
nica do explante esta relacionada a presenca de populacdes
de células sensiveis aos reguladores de crescimento.

A conservacao de germoplasmas por cultivo in vitro € indi-
cada, principalmente, para espécies nativas ou exoticas, cujas
sementes sdo recalcitrantes ou intermediarias, com um longo
periodo juvenil (Qque demoram a produzir sementes), que
possuem alta heterozigosidade ou propagacdo vegetativa. A
conservacao ex situ por meio do cultivo in vitro reduz o risco
da perda de clones por intempéries, desastres ambientais
ou ataque de pragas e patégenos (MATSUMOTO; CARDOSO;
SANTOS, 2010).
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Fatores enddgenos, como genétipo, condic¢des fisioldgicas
da planta matriz e idade do 6rgao doador de explantes, bem
como exdgenos (época da coleta, composicao do meio de
cultivo e condi¢bes da sala de crescimento), influenciam o
sucesso do cultivo in vitro (MURASHIGE, 1974). Diante das difi-
culdades relacionadas a manutencao de germoplasmas por
cultivo in vitro, citam-se: demanda por recursos humanos
qualificados; manutencao constante das boas condicdes
na sala de crescimento, como luz, temperatura e assepsia
adequadas; ocorréncia de alteracbes epigenéticas no material
apos varias repicagens; hiperidricidade; e estabelecimento
de protocolos adequados a espécie de interesse.

Ndo obstante, a conservacao de germoplasmas por cultivo
in vitro tem sido operacionalizada com espécies nativas e
cultivadas em laboratérios de universidades, empresas e
institutos de pesquisa. Isso decorre de seu grande potencial
em termos de conservac¢ao de recursos genéticos para diver-
sos estudos, incluindo os de micropropagacdo de espécies
nativas ameacadas de extingdo em projetos de resgate de
populacdes vegetais em ambientes degradados, micropropa-
gacao de espécies frutiferas e ornamentais, triagem e produ-
cao de metabdlitos secundarios promissores para a producdo
de farmacos, cosméticos e defensivos agricolas, obtencdo de
mudas livres de patdgenos (limpeza clonal), além de diversas
pesquisas na area de melhoramento genético vegetal.

Etapas da cultura de tecidos vegetais
Os materiais vegetais com potencial morfogenético - isto

€, capazes de iniciar uma cultura de tecidos - incluem

CULTIVO IN VITRO DE PLANTAS APLICADO A CONSERVACAO DE 21
RECURSOS GENETICOS



sementes, bulbos, miniestacas, embrides, pdlen, évulos,
tecidos e células somaticas. Esses materiais podem servir
de fonte para a obtencdo de explantes, pequenos segmen-
tos retirados de uma planta matriz para iniciar o protocolo
de micropropagacao.

Aregeneracdo de 6rgaos e plantas inteiras in vitro se funda-
menta em trés pilares: totipoténcia celular, desdiferenciacao
e balanco hormonal. Totipoténcia é a capacidade que toda
célula vegetal tem, sob estimulos apropriados, de regenerar
tecidos, 6rgaos e a planta completa (TORRES; CALDAS; BUZZO,
1998). Ja a desdiferenciacdo consiste em uma célula ja dife-
renciada regressar ao estadio meristematico, redefinir novas
rotas metabdlicas e se diferenciar novamente, assumindo
novas func¢des no contexto dos tecidos e 6rgaos regenerados.
Por fim, o balanco hormonal corresponde, fundamental-
mente, ao equilibrio das concentra¢des de auxinas e citoci-
ninas no meio, o que é fundamental para o desenvolvimento
vegetal (CID, 2014).

Em alguns casos, algumas células do explante podem
retornar a um estado extremamente indiferenciado e alta-
mente proliferativo, dando origem aos calos. Estes podem
seqguir duas rotas distintas, originando diretamente raizes e
brotos - os chamados calos organogénicos -, ou dar origem
a embrides, que, por sua vez, sdo embriogénicos. As etapas
da micropropagacado in vitro de plantas estdao resumidas
na Figura 1.
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Figura 1: Etapas da micropropagacao in vitro

Fonte: elaborada pelos autores.

Escolha da planta matriz

A escolha da planta matriz € uma etapa fundamental para o
sucesso do cultivo in vitro, uma vez que as plantas produzi-
das sdo clones da planta doadora dos explantes. Portanto, a
planta matriz deve apresentar boas condi¢cdes morfoldgicas
e fisiologicas. Tecidos meristematicos e mais jovens, oriundos
da planta doadora, apresentam maior capacidade de rege-
neracao (TORRES; CALDAS; BUZZO, 1998).

Quando um explante é colocado em um meio de cultivo, ele
pode regenerar plantas completas por meio de dois proces-
sos: organogénese ou embriogénese somatica. Na embrio-
génese, células somaticas darao origem a um embrido sem a
ocorréncia da fusdo de gametas. A organogénese surge como
resposta a ferimentos no explante e pode ser classificada
em direta ou indireta. Na organogénese direta, uma planta
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completa é regenerada diretamente do explante. Gemas e
brota¢des surgem a partir de tecidos - cambio vascular, base
do peciolo em dicotiledéneas, base de folhas e escamas em
bulbos de monocotileddneas, segmentos de raizes, entre
outros - que apresentam potencial morfogenético na planta
in vivo, mas que, em geral, ndo se expressam. Na organogé-
nese indireta, primeiramente sao formados os calos, que
podem originar brotos, utilizados para regenerar plantas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). A partir do calo, também é
possivel obter linhas celulares cultivadas em meio liquido,
dando origem ao cultivo de suspensdes celulares. Essas
suspensdes podem ser utilizadas para produzir metabdlitos
secundarios ou células desprovidas de parede celular, deno-
minadas protoplastos.

Assepsia dos explantes

A contaminacdo dos explantes por microrganismos é um
dos maiores entraves para a cultura de tecidos in vitro
(Figura 2). A etapa da assepsia é realizada logo apds a
coleta do material da planta matriz, utilizando substancias
germicidas para impedir que os microrganismos (bactérias
e fungos) se desenvolvam nos frascos de meio de cultura,
inviabilizando o cultivo.
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Figura 2: Contaminacdo em cultura de tecidos. Na porcdo “A”, fungo

em semente de cagaita (Eugenia dysenterica). Na “B", bactéria em
semente de baru (Dipteryx alata)

Fonte: fotos tiradas por Livia Cristina da Silva no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Goids (UFG) em 2012.

No primeiro passo da assepsia, o explante é lavado em agua
com detergente (comercial ou Tween 20). Esse procedimento
remove sujeiras e rompe a tensao superficial do material,
melhorando a interagdo com os germicidas. Dos compos-
tos com acao germicida, os principais utilizados sdo etanol,
hipoclorito de sédio ou de calcio, cloreto de mercurio, acido
cloridrico e isopropanol. O tempo de imersdo, a concentracao
e o tipo de germicida variam com a espécie vegetal e o tipo de
explante (JUNGHANS; SOUZA, 2009). Todo o processo de assep-
sia e repicagem € realizado em camara de fluxo laminar, um
ambiente livre de contaminantes do ar. Apds o tratamento
com germicidas, os explantes sao lavados em agua desti-
lada, esterilizada para a remocado de residuos quimicos que
possam interferir na regeneracao in vitro.

Inoculacao dos explantes em meio nutritivo

Os meios de cultivo de tecidos vegetais fornecem elementos
para o desenvolvimento e regenerac¢do de tecidos, e seus
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componentes sao classificados em essenciais e opcionais. Os
componentes essenciais sao agua, sais minerais e fontes de
carbono, enquanto os opcionais sdo inositol, agentes gelei-
ficantes, reguladores osmaticos, antioxidantes e elicitores
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; CID, 2014; SOUZA; RESCAROLLI;
NUNEZ, 2018).

A agua possibilita o transporte dos nutrientes para os tecidos
vegetais e participa dos processos de divisao e crescimento
celular, bem como de processos quimicos e bioquimicos
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). A agua utilizada deve ser desti-
lada e esterilizada para maior controle das caracteristicas do
meio de cultivo (TORRES; CALDAS; BUZZO0, 1998).

Os sais minerais (macro e micronutrientes) sao requeridos
nos mais diversos processos vitais do vegetal. Os macronu-
trientes sao requeridos em maior abundancia nas plantas,
como o carbono, oxigénio, hidrogénio, nitrogénio, fésforo,
potassio, calcio, magnésio e enxofre. Os micronutrientes
sao requeridos em baixas concentracdes (miligramas ou
microgramas por litro de meio). Sao eles: boro, cloro, cobre,
ferro, manganés, molibdénio, niquel e zinco (MALAVOLTA, 2006;
WARAICH et al., 2011). Elementos minerais considerados nao
essenciais possuem efeito benéfico no desenvolvimento
de certas espécies, como cobalto, selénio, niquel e silicio
(FAQUIN, 2005).

Os componentes organicos do meio incluem os carboidratos,
vitaminas e reguladores de crescimento. Os carboidratos
sdao usados na respiracdo para producdo de energia e cons-
trucdo de intermediarios metabdlicos. Os mais usados no
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cultivo in vitro sao: sacarose, glicose e frutose, geralmente
na concentracao de 2 a 5% (p/p) (PAIVA; PAIVA, 2001b). As vita-
minas sdo utilizadas em baixas concentra¢fes e regulam o
metabolismo celular. As vitaminas hidrossoluveis (grupo B),
sao geralmente utilizadas, sendo elas tiamina (B1), riboflavina
(B2), piridoxina (B6), acido pantoténico (Bs), acido nicotinico
(B3), acido félico (B9g), biotina (B7), cobalamina (B12) e o acido
ascorbico (vitamina C) (CID, 2014).

Os fitorreguladores sao moléculas sintéticas que, em peque-
nas concentracgdes, promovem, inibem ou modificam proces-
sos fisiolégicos na planta. Os equivalentes naturais sao os
hormdonios vegetais, que induzem respostas fisioldgicas de
crescimento e diferenciacao celular (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2007). A concentracdao adequada de cada classe de fitorre-
guladores, sozinha ou em combinacao, pode suprir possiveis
deficiéncias enddgenas do explante. Os principais grupos
de reguladores utilizados s@o as auxinas e as citocininas, e,
em menor frequéncia, giberelinas, etileno, acido abscisico
(ABA), acido jasmonico, poliaminas e brassinosterdides (CID,
2005, 2014).

As auxinas participam da regula¢do do crescimento geral da
planta. Em baixas concentracdes, promovem crescimento
radicular e, em altas concentrag¢des, inibem o crescimento
das raizes. As citocininas regulam muitos processos na
planta, entre eles: divisao celular, morfogénese, maturacao
de cloroplastos, crescimento celular e senescéncia, além de
influenciarem na taxa de sintese proteica nas células (TAIZ
et al., 2017). O efeito combinado de diferentes concentra-
¢cdes de auxinas e citocininas no meio de cultivo pode surtir
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diferentes resultados na regeneracao de 6rgaos, posto que
altas concentrag¢des de auxinas e baixas concentra¢des de
citocininas induzem o enraizamento dos explantes, enquanto
a relacdo inversa promove a formag¢do de parte aérea
(CID, 2005).

Os componentes opcionais podem ter importancia especifica
no cultivo de algumas espécies. O inositol participa do meta-
bolismo de compostos poli-hidricos nas plantas, germinacao
de algumas sementes, transporte de agucares, metabolismo
de parede celular, estresse fisioldgico, entre outros (PAIVA;
PAIVA, 2001a). Ja os compostos geleificantes dao suporte fisico
aos explantes durante o cultivo, e o mais utilizado deles é
0 agar, o qual pode ser substituido por gelrite ou phytagel
(TORRES; CALDAS; BUZZ0, 1998). Os reguladores osmaticos
reduzem as taxas de crescimento das plantas, removendo o
excesso de agua intracelular, por gradiente osmatico, sendo
muito utilizados para a conservacao in vitro por longos perio-
dos (FLORES et al., 2013). Os osmorreguladores mais utiliza-
dos sdo a sacarose, o manitol e o sorbitol. Os antioxidantes
previnem ou minimizam a oxida¢do que ocorre nos tecidos
apo6s o corte realizado nos subcultivos, principalmente em
espécies com maior teor endégeno de taninos ou hidroxife-
nois. Os principais antioxidantes utilizados no meio de cultivo
sao: carvao ativado, cisteina, polivinilpirrolidona (PvP), acido
ascorbico e acido citrico (GUERRA et al., 2016). Elicitores podem
desencadear uma série de reacdes bioquimicas que culmina
na maior ou menor producdo de metabdlitos secundarios em
resposta ao estimulo recebido (VERPOORTE; MARASCHI, 2001).
Elicitores bidticos adicionados ao meio de cultivo induzem a
biossintese de fitoalexinas. Quitosanas, micélios de fungos
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fitopatogénicos e extratos de proteinas sao alguns exemplos
de elicitores bidticos (SOUZA, 2005). Elicitores abidticos nao
derivam de outros organismos e podem ser de natureza fisica
ou quimica, como choque térmico, adicao de metais pesados
ao meio de cultivo, aumento da luz incidente, mudancas na
qualidade espectral da luz, aumento ou diminui¢dao do pH
ideal do meio ou restricdao de elementos no meio de cultivo
(DONG; ZHONG, 2001; SALDANHA et al., 2013).

Por fim, outro fator importante é o pH dos meios de cultura,
gue deve ser levemente acido (entre 5 e 6), porque é a faixa
em que ocorre maior biodisponibilidade de nutrientes. Meios
com pH abaixo de 5 tendem a apresentar hidrolise de polis-
sacarideos, ao passo que meios com pH acima de 6 tendem a
apresentar precipita¢do de sais (GEORGE, 1996; TORRES; CALDAS;
BUZZO, 1998).

Crescimento

O crescimento da planta no meio de cultivo pode ser classifi-
cado em heterotroéfico, mixotréfico ou fotomixotrofico, sendo
os dois ultimos os mais comuns, uma vez que a planta utiliza
tanto carbono inorganico (€C0:) quanto organico (adicionado
ao meio) para crescer. O crescimento do tipo fotomixotréfico
tem sido apontado como mais benéfico em termos de arqui-
tetura e fisiologia das mudas in vitro, pois resulta em maiores
taxas de sobrevivéncia na fase de aclimatacdo (SILVEIRA; LOPES;
SIBOV, 2020). Apds a inoculagdo dos explantes no meio de
cultivo, os frascos sao vedados para garantir um ambiente
estéril. O tipo de vedacdo pode ou nao permitir trocas gaso-
sas entre o material vegetal e 0o meio externo, dependendo da
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finalidade do cultivo e da resposta da planta (SILVEIRA; LOPES;
SIBOV, 2020). Os frascos sao, entao, mantidos sob condi¢des
controladas de luz e temperatura que variam de acordo com
a espécie (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Apds o periodo de
incubacado e crescimento das mudas, é realizado o estabe-
lecimento de subculturas. Para isso, as plantas retornam a
camara de fluxo laminar para serem repicadas (segmentadas)
e cada segmento (novo explante) é inoculado em um novo
meio de cultura com horménios para induzir a brotagao e o
enraizamento (Figura 3).

E muito importante realizar a revitalizacio para acessos que
permane¢am na condi¢do in vitro por muito tempo e que ja
passaram por muitos subcultivos sucessivos. Isso é feito pela
reintroducdao do material em casa de vegetacdao ou campo,
de maneira a permitir a reativacdo de seu metabolismo em
todos os niveis. A partir do(s) material(is) revitalizado(s) que
apresente(m) crescimento e desenvolvimento dentro dos
padrdes esperados, novos explantes sao retirados para dar
origem a uma nova cultura in vitro.
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Figura 3: Multiplicacdo e enraizamento em Lomatozona
artemisiifolia. Na porg¢ao “A’, explantes inoculados em meio

de cultura contendo ANA (Acido Naftaleno Acético) e BAP
(Benzilaminopurina); no “B”, microbrotos formados nos explantes; e
no “C", enraizamento da planta

Fonte: fotos tiradas por Marlene Pires Moreira no Laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais da UFG em 2017.

Aclimatizacao

E um termo utilizado em cultura de tecidos para definir a
etapa da micropropagacao, que envolve a transferéncia da
planta cultivada in vitro para a casa de vegetacao (HOFFMANN,
2002), na qual serdo cultivadas em substratos especificos
para cada espécie (Figura 4). Nessa etapa, o risco de perder
muitas mudas é alto devido as mudancas nas condic¢des de
crescimento, pois a planta deixa um ambiente estéril, sendo
introduzida em um ambiente em que esta sujeita ao ataque
de microrganismos, necessitando desenvolver seus proprios
mecanismos de defesa. Também deixa seu estado heterotro-
fico ou mixotrofico e precisa ativar seu aparato fotossinté-
tico, tornando-se autotroéfica. As condi¢des de temperatura,
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luminosidade e umidade variam muito em relacdo ao seu

ambiente prévio (condicao in vitro), aumentando as taxas
de transpiracao e deixando a planta vulneravel ao estresse
hidrico e luminoso.

Figura 4: Lomatozona artemisiifolia aclimatada ap6s micropropagagéo

Fonte: fotos tiradas por Marlene Pires Moreira nas casas de vegeta¢do da
Escola de Agronomia da UFG em 2017.

A aplicacdao exdgena de ABA durante o cultivo in vitro pode
melhorar a resposta adaptativa das plantas na fase de acli-
matizacado, reduzindo as taxas transpiratérias, mesmo que
as plantas recém-retiradas da condicao in vitro apresentem
estomatos ndo funcionais (RAI et al., 2011).

O tipo de substrato utilizado também contribui para o sucesso
nessa etapa. Cada espécie possui diferentes demandas nutri-
cionais e hidricas, sendo necessario estabelecer o melhor
substrato para obter o maior numero de plantas aclimatadas.
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Fatores que interferem no cultivo in vitro

O sucesso do cultivo in vitro depende de condi¢des externas
controladas, bem como do estado fisioldgico e fitosanita-
rio do explante utilizado. A seguir, discutiremos em mais
detalhes os principais fatores que devem ser considerados
para o estabelecimento de um protocolo de cultivo in vitro
de plantas.

Luz e temperatura

Aluz é fundamental para a fotossintese e para a fotomorfo-
génese das plantas (GENOUD et al., 1999). Tanto a qualidade
espectral quanto o fotoperiodo influenciam o crescimento
e desenvolvimento, interferindo na quantidade e propor-
cao de clorofilas a, b e carotendides, numero de brotac¢des
e comprimento de caule (TAIZ et al., 2017). As plantas apre-
sentam exigéncias diferenciadas em relacdo ao fotoperiodo,
mas a maioria das espécies se desenvolve bem com 16 horas
de incidéncia luminosa e mil /lux de intensidade luminosa na
condigdo in vitro (PAIVA; PAIVA, 2001a).

Na cultura de tecidos, geralmente se utiliza uma temperatura
constante, por volta de 252C + 12C. Na natureza, as plantas
nao crescem a uma temperatura constante e isso influencia a
morfogénese vegetal. Portanto, adapta¢des na temperatura
podem ser requeridas dependendo das espécies estudadas.

Hiperidricidade (vitrificagao)

A hiperidricidade ou vitrificagdo ocorre quando a planta
apresenta um acumulo anormal de agua no interior das suas
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células e tecidos, exibindo um aspecto translucido e quebra-
dico (KEVERS et al., 2004). Essa condi¢do do explante tem rela-
¢do com altas temperaturas, baixa intensidade luminosa e
alta umidade relativa no interior do frasco de cultivo. Esse
fendmeno é reversivel, com a transferéncia para um novo
meio de cultura e uma maior aten¢ao a todos os componen-
tes e condi¢des de cultivo (SANTOS et al., 2001). A transferéncia
da planta para um sistema de cultivo fotomixotroéfico pode
favorecer a reducdo da umidade excessiva dentro dos frascos
de cultivo, bem como a possibilidade de melhoria geral da
arquitetura da plantula (SILVEIRA; LOPES; SIBOV, 2020).

Variacao somaclonal

Uma planta mantida em condicao ex situ, particularmente na
condigao invitro, pode, eventualmente, apresentar variacdes
somaclonais, ainda que todas sejam clones de uma mesma
planta matriz. Essas alteracdes podem ser de natureza
genética ou epigenética e sdo mais comuns apos sucessivas
repicagens e passagens por meios de cultura contendo os
reguladores de crescimento.

As varia¢6es somaclonais de natureza genética ocorrem dire-
tamente no DNA, em decorréncia da quebra de cromatides,
migrac¢des desequilibradas de cromossomos na mitose, inver-
sdes, delecdes, translocacdes, enfim, alguma mutacdo no DNA
de causa desconhecida transmitida as préximas geracdes
(BAIRU; AREMU; VAN STADEN, 2011).

As variacdes somaclonais de natureza epigenética levam
a variacdes fenotipicas sem alteracdes nas sequéncias dos
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nucleotideos. Nas alteracdes epigenéticas, as mudancas
fenotipicas resultam de altera¢Bes espontaneas ou induzidas
nos padrdes de expressdo de genes devido a mudancas no
padrdo de metilagdes do DNA (CID, 2014) ou nas metilacdes/
acetilagbes das histonas (STELPFLUG et al., 2014; TRICKER et
al., 2012; KAEPPLER; RHEE; KAEPPLER, 2000; KITIMU et al., 2015).
Também é possivel que uma alteragao epigenética desenca-
deie uma alteragao genética na sequéncia de DNA, resultando
em variantes somaclonais. Um exemplo disso é a reativacao
de elementos transponiveis por meio da perda de metilacdo
do DNA na regido gendmica em que eles estejam inseridos.
Os saltos dos elementos transponiveis podem ser tanto para
dentro quanto para fora de sequéncias de DNA codificante
ou regulatdrio. Eventualmente, esse evento pode alterar a
sequéncia de nucleotideos do sitio e/ou do sitio receptor do
elemento transponivel, dependendo do tipo de elemento em
questao (SMULDERS; DE KLERK, 2011; ZAKRZEWSKI et al., 2017).
Situacdes que gerem estresse a planta no cultivo in vitro
podem desencadear o surgimento de variantes somaclo-
nais. Varios subcultivos de tecidos meristematicos, expostos
a altas temperaturas por um longo periodo de tempo, por
exemplo, aumentam as chances das variantes surgirem
(PRADO et al., 2010).

Essas variacdes durante o cultivo in vitro sao indesejaveis a
obtencdo de clones com caracteristicas superiores, selecio-
nadas anteriormente ao cultivo. No entanto, elas podem,
principalmente as herdaveis, manifestar-se em plantas raras
e induzir o surgimento de alguma caracteristica de interesse
(RIBEIRO, 2012).
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Cultivo in vitro aplicado a conservacgao
de recursos genéticos vegetais

A conservacao dos recursos genéticos por meio de uma
colecdo de germoplasmas de cultivo in vitro requer técnicas
gue minimizem os riscos advindos do longo periodo de arma-
zenamento, o que pode acabar inativando alguns processos
metabdlicos de natureza vital na planta. Nesse sentido, o
uso de meios de crescimento minimo ou a criopreservacao
visam diminuir ao maximo o metabolismo da cole¢ao de
germoplasmas (CID, 2014).

Crescimento lento ou minimo é o método utilizado na conser-
vacao de plantas in vitro, que consiste em reduzir o metabo-
lismo das plantas para prolongar ao maximo o intervalo entre
os subcultivos - se possivel, até indefinidamente - sem inter-
ferir na viabilidade das plantas regeneradas (CID, 2014). Esse
objetivo é alcancado mediante alteracdo das condic¢des fisicas
e quimicas da micropropagacao. As altera¢des quimicas se
referem aos constituintes dos meios de cultivo. Nesse caso,
sao adicionados osmorreguladores nos meios de cultura,
geralmente manitol, sorbitol ou sacarose, reguladores de
crescimento, ou diminuidos e até suprimidos alguns consti-
tuintes organicos e inorganicos. A aplicacdo de ABA tem sido
relatada como alternativa para a reducdao do metabolismo no
crescimento minimo, promovendo uma melhoria na conser-
vacao in vitro (RAI et al., 2011). As alteracdes fisicas consistem
na reducdo da temperatura de cultivo, alteracdo do tipo de
vedacdo dos frascos de cultivo e da intensidade e duracgdo
do fotoperiodo (ROCA; ARIAS; CHAVEZ, 1991).
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Alguns exemplos de espécies que ja foram conservadas
no sistema de crescimento minimo incluem palmeiras em
geral, tamareira (Phoenix dactilyfera), coco (Cocos nucifera),
oliveira (Olea europaea), bananeira (Musa sp.), cana-de-agucar
(Saccharum officinarum), abacaxi (Ananas comosus), mara-
cujazeiro (Passiflora giberti) e acai (Euterpe oleracea) (CANTO
et al., 2004; LEMOS et al., 2002; OLIVEIRA; MAUES; KALUME, 2001;
FARIA et al., 2006; INIBAP, 2006; LAMBARDI et al., 2002; LEDO et
al., 2007). Apesar de haver tantas espécies com resultados
promissores nesse sistema, ndo se pode utilizar um protocolo
padrdo para todas as plantas, pois cada espécie apresenta
uma resposta diferente de acordo com suas peculiaridades.

A criopreservacado consiste em conservar o material bioldgico
sob condi¢des de temperaturas ultrabaixas, em nitrogénio
liquido (-1962C) ou em sua fase de vapor (-1502C). As baixas
temperaturas reduzem o metabolismo celular e praticamente
paralisam a deterioracdo bioldgica e as altera¢des genéticas,
contribuindo para a estabilidade do material preservado
(KARTHA, 1985). Um protocolo de criopreservacdo apresenta
as etapas de pré-crescimento, crioprotecdo, armazenamento
(Figura 5), descongelamento e regenerac¢do. O principal
desafio de congelar e descongelar é evitar que a agua forme
cristais de gelo, pois eles provocam a ruptura do sistema de
membranas celulares, levando a perda da permeabilidade
seletiva de membranas e da compartimentacao celular,
causando colapso e morte celular (KARLSSON, 2001). Para
evitar isso, sao utilizadas substancias crioprotetoras.
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Figura 5: Criopreservacdo de grdos de pdlen. No quadrante “A”,
escolha do material; no “B”, dessecacao por 3 a 6 horas; no “C",

armazenamento do material em criotubo; e no “D", imersdao em
nitrogénio liquido para congelamento rapido

Fonte: fotos tiradas por Livia Cristina da Silva no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da UFG em 2018.

Se comparada aos métodos convencionais de armazena-
mento, a criopreservac¢do apresenta vantagens, como a
demanda de pequeno volume de material, reducao do
espaco e custos associados a manutencgao de colecdes in vivo
e simplificacao dos procedimentos de transporte. Também
reduz a quantidade de subcultivos e as possibilidades de
variacdes somaclonais (PRUDENTE et al., 2019). Espécies com
sementes recalcitrantes, intermediarias ou aquelas que se
propagam vegetativamente tém a criopreservacao como
possibilidade de conservacao.

Uma alternativa a criopreservacao é o desenvolvimento de
sementes sintéticas, processo em que explantes sensiveis ao
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processo convencional de criopreservacdo, como meristemas
e embrides somaticos, sao encapsulados em um material
apropriado, como o alginato de prata (Figura 6). O uso do ABA
durante o cultivo in vitro dos explantes pode ser indicado em
algumas espécies para a inducao da embriogénese soma-
tica e da entrada dos embrides em um estado quiescente,
melhorando, inclusive, o status de tolerancia a dessecac¢ao do
embrido. E, portanto, uma possibilidade a ser considerada no
desenvolvimento de protocolos para producdo de sementes
sintéticas de algumas espécies (RAI et al., 2011).

Figura 6: Semente sintética. Na porcdo “A”, meristema de abacaxi.
Na “B", encapsulamento do meristema

Fonte: Fotos tiradas por Livia C. da Silva. Laboratdério de Cultura de Tecidos
Vegetais da UFG (2018).

Consideracodes finais

A cultura de tecidos vegetais é uma importante ferramenta
biotecnoldgica para a conservac¢ao de recursos genéticos
vegetais, uma vez que permite a micropropagac¢ao de espé-
cies cujo periodo juvenil seja muito prolongado para a obten-
¢ao de sementes.
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A aplicacao da cultura de tecidos vegetais requer estudos
particulares para cada espécie nova com a qual se deseja
estabelecer um protocolo de micropropagacao, além de
estrutura laboratorial adequada e recurso humano qualifi-
cado, uma vez que o dominio dos protocolos relacionados
a regeneracdo de plantas in vitro requer certo nivel de
conhecimento acerca da fisiologia de plantas e de técnicas
de assepsia microbioldgicas. Ainda assim, ela possibilita
desdobramentos tecnolégicos que vao além da conserva-
¢ao in vitro, como a limpeza de clones infectados por agen-
tes virais, fungicos e bacterianos, o estudo da producao
de metabdlitos secundarios de plantas para a triagem de
novas biomoléculas com interesse cosmético e medicinal e
melhoramento genético convencional ou por meio da trans-
formacado genética de plantas. Outra finalidade da cultura
de tecidos é a cole¢ao de germoplasmas vegetais mantidos
sob condig¢des de crescimento minimo, sendo uma estratégia
importante para a conserva¢ao de espécies ameacadas de
extincao devido a perda ou fragmentacdo de habitat, ou,
ainda, devido as mudancas climaticas.
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