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APRESENTACAO

O e-book Agrobiodiversidade: manejo e produgdo sustentavel de publicacio da Pantanal
Editora, apresenta, em seus 12 capitulos, estudos no ambito agrondomico que direcionam para a
sustentabilidade dos sistemas de produgao por meio de técnicas baseadas numa otica holistica,
objetivando-se 0 manejo dos recursos naturais renovaveis, uma producao vegetal ambientalmente
amigavel e a qualidade de vida da populagao.

Considerando os padrdes ambientais emergentes e panorama mundial pela busca por alimentos
saudaveis associados a sustentabilidade dos agroecossistemas, o e-book tem como propésito a difusao de
informacdes por meio de revisiao de literatura, trabalhos técnico-cientificos e/ou relatos de experiéncias
que contribuam acerca do manejo da agrobiodiversidade. Os capitulos sao compostos por trabalhos sobre
a conservagao i situ e ex situ de espécies nativas, manejo e controle de insetos-pragas e doengas e suas
relagoes ecoldgicas, e dos aspectos fitotécnicos na produgao de hortalicas convencionais e nao
convencionais, plantas ornamentais e medicinais.

Aos autores pela dedicag¢ao para o desenvolvimento dos trabalhos aqui apresentados, realizados
junto a Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) e a Universidade Estadual de Mato Grosso
(UNEMAT/Campus de Juara), que serdo bases norteadoras para outras pesquisas que fortalecam a
agricultura sustentavel e promovam o desenvolvimento rural, os agradecimentos do Organizador e da
Pantanal Editora.

Por meio desta obra, esperamos contribuir no processo de ensino-aprendizagem e reflexdes sobre
a aplicabilidade de praticas agronomicas que promovam o manejo da agrobiodiversidade e o
desenvolvimento rural sustentavel.

Otima leitura!

Cleberton Correia Santos
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Capitulo IV

Micropropagacao para a conservagao de espécies e
melhoramento genético

Recebido em: 21/07/2020 Tuan Marlon Ribeiro'*
Aceito em: 30/07/2020 JOSé Carlos Sorgato1
g 10.46420/9786588319147cap4 Jackeline Schultz Soares’

Silvia Correa Santos'

INTRODUCAO

A conservacao da biodiversidade vegetal ¢ uma questao importante para a populacio em todo
o mundo. Uma vez que, fatores como a pressao antropogénica, a introducao de espécies exdticas, bem
como as espécies domesticadas e a infestacdo cronica de ervas daninhas refletem em um aumento no
numero de espécies ameagadas (Pandey et al., 2015; Brahmi; Tyagi, 2019).

Essa biodiversidade é uma fonte natural de produtos para as industrias alimenticia e medicinal.
Esses recursos genéticos representam uma fonte de variabilidade genética para a produgao de novas
variedades que atendem as necessidades de produtores e de consumidores, também sio importantes
por promoverem seguran¢a ao meio ambiente, evitando que condi¢des bidticas e abidticas possam
causar danos irreparaveis aos ecossistemas (Cruz-Cruz et al., 2013).

Nesse contexto de conservacao, duas organizacbes se mostram fundamentais. A Unido
Internacional para a Conservagao da Natureza (IUCN), que desde sua criacao, em 1964, é responsavel
pelo estabelecimento de categorias de conservacdo de espécies da fauna e flora, com o propésito de
preservar as espécies tidas como ameagadas, auxiliando na identifica¢do das que necessitam de maior
atencdo conservacionista (Costa; Martins, 2008). E a Organizacio das Nagbes Unidas para a
Alimentacao e a Agricultura (FAO), que foi fundada no final da década de 1940, consolidando um
tratado entre 146 paises, inclusive o Brasil, sobre a forma como esses pafses devem lidar com a
conservagao de seus recursos genéticos, sendo suas maiores preocupagoes relacionadas a fome mundial
e a conservagao dos recursos genéticos vegetais (Santonieri; Bustamante, 2010).

Em decorréncia da importancia da conservagao das espécies vegetais, as técnicas utilizadas

podem ser realizadas tanto 7z situ quanto ex sitn. A conservacao 7 sitw constitui estratégias de

! Faculdade de Ciéncias Agratias, Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Rodovia Dourados/Itahum, Km 12
— Unidade II, CEP 79804-970, Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
* Autor de correspondéncia: luanmatlon@hotmail.com; josesorgato@ufgd.edu.br
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conservagao de ecossistemas e habitats naturais, além da manutengao e recuperacao de populagdes
viaveis de espécies em seus ambientes naturais ou nos meios onde tenham desenvolvido suas
propriedades caracteristicas. Ja a conservagdo ex siu constitui em estratégias de preservagao e
recuperagao de espécies vegetais como plantas cultivadas em estufas e sementeiras, ou seja, com 0
material biolégico fora de seu habitat natural (Silva et al., 2018).

As estratégias de conservagao  situ e ex situ sao complementares e nao exclusivos. Esses
métodos oferecem alternativas diferentes para a conservacao, mas a selecao da estratégia apropriada
deve ser baseada em varios critérios, incluindo a natureza bioldgica das espécies e a viabilidade de aplicar
os métodos escolhidos (Engelmann, 2012; Reed, 2017).

Somente os métodos 7 sitn sao insuficientes para conservar a biodiversidade vegetal, uma vez
que, devido a destrui¢ao de habitats e as transformacdes de ambientes naturais houve a diminuicao de
espécies e populagoes de certos ecossistemas, levando a uma perda significativa da biodiversidade.
Assim, estratégias ex sifu, tais como armazenamento em bancos de sementes, colegdes de genes de
campo, colegdes 7 vitro e jardins botanicos, complementam os programas de preserva¢ao da diversidade
genética vegetal. A conservagdo ex siz# ¢ uma maneira viavel de preservar espécies vulneraveis ou em
vias de extingdo sendo, em alguns casos, a unica estratégia possivel para conservar essas espécies
(Pandey et al., 2015; Silva et al., 2018; Oseni et al., 2018).

Atualmente, a biotecnologia tem sido utilizada para conservar ex situ espécies ameagadas, raras,
ornamentais, medicinais e florestais, permitindo a conservacao de material livre de patégenos, plantas
de elite e diversidade genética a curto, médio e longo prazo (Reed, 2017). A conservagao un vitro é
especialmente importante para espécies propagadas vegetativamente e para plantas com sementes nao
ortodoxas (Engelmann, 2011).

Além disso, as técnicas i vitro oferecem um meio seguro para a troca internacional de material
vegetal, possibilitam o estabelecimento de cole¢bes extensivas usando o espago minimo, permitem o
fornecimento de material valioso para a recuperacao da populagdo nativa e facilitam as investigagcoes
moleculares e estudos ecolégicos (Pandey et al., 2015). Dessa forma, as técnicas de micropropagagao,
merecem destaque, pois sao ferramentas biotecnologicas importantes na conservagao de espécies
nativas ou obtenc¢ao de plantas tanto para a pesquisa, quanto para a produ¢do em escala comercial
(Cardoso, 2014).

Desse modo, o objetivo deste trabalho ¢é relatar as técnicas utilizadas na micropropagacao para

a conservagao de espécies e melhoramento genético.
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BANCO DE GERMOPLASMA

As tecnologias destinadas a conservagao tém como principio basico manter o maximo da
diversidade genética de determinados vegetais, visando o seu uso atual e futuro como fonte de
variabilidade genética (Scherwinski-Pereira; Costa, 2010; Gulati, 2018). A preserva¢ao dessa
variabilidade nas plantas é uma necessidade e um grande desafio para a pesquisa, considerando a
complexidade e o grande potencial principalmente das plantas para o uso na alimentagao, medicina,
ornamentagao entre outras utilidades, muitas das quais subestimadas (Souza, 2018).

As agoOes antrépicas, como a fragmentacdo dos ecossistemas, os estresses ambientais pela
poluicao e as mudancas climaticas, sio apontadas, de maneira global como as principais causas da perda
da diversidade genética. Além desses fatores, a exploraciao dos recursos naturais de forma excessiva e
nao planejada por meio da expansao agricola, das queimadas, exploragdo madeireira, construcao de
estradas ¢ hidroelétricas, além do extrativismo, tem levado a perda de recursos vegetais (Pandey et al.,
2015; Brahmi; Tyagi, 2019).

Umas das formas de conter o acelerado ritmo de extingao de espécies vegetais potencialmente
uteis ou de interesse economico imediato ¢ a conservagao em bancos de germoplasma. Os bancos de
germoplasma sao classificados como cole¢oes vivas de todo o patriménio genético de uma espécie ou
género, a qual deve conter uma variabilidade genética minima, oriunda de acessos silvestres, nativos,
cultivares obsoletas ou desenvolvidas pelo melhoramento genético, para conservacao e utilizagao a
longo ou curto prazo (Gulati, 2018; Souza, 2018).

Para atender a esse conceito, foram criados modelos de cole¢oes de diferentes tipos, como por
exemplo os bancos de germoplasma ex si##, que podem envolver o armazenamento de sementes, as
plantas propagadas 2 vitro e também o cultivo no campo (Offord, 2017).

No Brasil, existem varios bancos de germoplasma ativos. As atividades de coleta e conservagao
da biodiversidade dessas colegoes comegaram a partir do ano de 1970 com a criagao do Centro Nacional
de Recursos Genéticos — CENARGEN, que desde sua fundagdo vem com a missao original focada na
conservagao dos recursos genéticos para alimentagio e agricultura, inicialmente com diferentes
iniciativas de coleta e conservacao de germoplasma realizadas junto a diversas instituicbes de pesquisa
e universidades brasileiras, e dentro do contexto, hoje é o 6rgao reconhecido como um dos maiores

centros de conserva¢ao do mundo (Santonieri; Bustamante, 2016).
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BANCO DE GERMOPLASMA EX VITRO

PRESERVACAO DE SEMENTES

O armazenamento de sementes ¢ um dos métodos de preservagao ex situ que tem como principal
objetivo a conservagao seminifera, preservando a qualidade fisica, fisiologica e sanitaria. Contudo, o
éxito desse armazenamento depende do conhecimento sobre o comportamento destas durante o
processo (Freitas et al., 2019).

As sementes podem ser classificadas como ortodoxas, recalcitrantes, ou intermediarias (Taiz et
al., 2017). As ortodoxas permanecem viaveis posteriormente a desseca¢ao até um grau de umidade em
torno de 5% e podem ser armazenadas em baixas temperaturas por um longo periodo (Garcia et al.,
2011). Ja as recalcitrantes, ou sementes sensfveis a dessecacdao, nao sobrevivem aos baixos niveis de
umidade, o que impede o seu armazenamento por um longo periodo (Barros et al., 2019).

Além dessas, existem sementes com um comportamento intermediario entre ortodoxas e
recalcitrantes, as quais toleram a desidratacao de 7% a 10% de umidade, porém nao sobrevivem a baixas
temperaturas durante perfodo de tempo prolongado (Garcia et al., 2011), tais como cafeeiro (Coffea
arabica 1..), mamoeiro (Carica papaya 1..), e dendezeiro (Elaeis guineenses Jacq.) (Scherwinski-Pereira; Costa,
2010; Costa et al., 2011).

Ainda, a conservacao de sementes também pode ser um método inviavel para algumas espécies
vegetais, tais como aquelas que nio produzem sementes ou as produzem de modo insatisfatorio,
fazendo-se necessaria a propaga¢ao vegetativa como exemplo bananeiras (Musa spp.), coqueiro (Cocos
nucifera 1..), abacateiro (Persea americana Mill.), mangueira (Mangifera indica 1..) e cacaueiro (Theobroma cacao
L..) (Scherwinski-Pereira; Costa, 2010; Costa et al., 2011).

Mesmo assim, diversas espécies vegetais, principalmente as nativas dos diferentes biomas
brasileiros e as de importancia agronomica, industrial e medicinal, vém sendo conservadas através dos
bancos de sementes, sendo algumas delas listadas na Tabela 1.

O banco de sementes é um tipo de conservagao ex siz# que desempenha papel fundamental para
a conservagao z vitro do material vegetal, pois pode possibilitar o armazenamento seminifero por longos
periodos, evitando a perda de recursos genéticos e preservando as fontes e genes para o uso futuro,
além de colecionar, identificar e caracterizar genétipos para o uso no melhoramento (Koopowitz;

Hawkins, 2012; Hosomi, 2016).
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Tabela 1. Lista de espécies armazenadas em bancos de sementes.

Condigao de
Autor Espécie Familia Local*
armazenamento
Brassavola tuberculata
Macedo et al., 2014 4°C e 6% UR Orchidaceae UFGD
Hook
Hengling, 2015 Cattleya tigrina A .Rich 5°C e 6% UR Orchidaceac  UNOESTE
Cattleya amethystoglossa
Hengling, 2015 5°C e 6,4% UR  Orchidaceae UNOESTE
Lindley
Caldeira et al., 2016 Tabaco spp. 10°C e 50% UR Solanaceae UFLA
Brachiaria brizantha cv.
Alves et al., 2017 26°C e 7% UR Poaceae IFG
Marandu
Sapindus saponaria
Dantas et al., 2018 9°C e 65% UR Sapindaceae UFS

Linnaeus
Oliveira et al., 2018a Vochysia divergens Pohl ~ 2°C e 10% UR ~ Vochysiaceae INPP

Schinus terebinthifolins
Oliveira et al., 2018b Radd 10°C € 9% UR  Anacardiaceac INCAPER
addi

Silva et al., 2019 Eugenia dysenterica DC.  8°C e 49% UR Myrtaceae UFLA

*UFGD: Universidade Federal da Grande Dourados; UNOESTE: Universidade do Oeste Paulista; UFLA: Universidade
Federal de Lavras; IFG: Instituto Federal de Goias; UFS: Universidade Federal de Sergipe; INPP: Instituto Nacional de
Pesquisas do Pantanal; INCAPER: Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural. Fonte: Os autores.

BANCO DE GERMOPLASMA IN VITRO

Convencionalmente, o germoplasma vegetal pode ser mantido na forma de sementes ou
propagulos vegetativos. Estes ultimos podem ser conservados 7z vitro, em nitrogénio liquido, em
camaras frias ou salas de crescimento com baixas temperaturas (Reed, 2017).

Os bancos de germoplasma 7z vitro sio cole¢oes de germoplasma mantidos em salas de
crescimento, em condigoes que reduzem o crescimento dos propagulos (Reed, 2017). A conservagao é

feita por meio de meristemas ou outros tecidos das plantas. Essa técnica baseia-se em modificagoes nas
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condigdes fisicas ou quimicas do meio de cultura, porém sem afetar a viabilidade genética e biologica
das plantas (Carvalho et al., 2014).

Alguns métodos, como crescimento lento sao comumente utilizados no cultivo 7z vitro. Essa
técnica permite que o material vegetal seja mantido por alguns anos em condi¢oes de subcultivos
periédicos (Gulati, 2018). Em outras palavras, o material vegetal permanece sob crescimento lento em
condigdes estéreis e fatores ambientais controlados, como por exemplo, meios de cultura modificados.
Os explantes mais utilizados nesse caso sao brotos, folhas, pedagos de flores, embriGes imaturos,
fragmentos de hipocétilos ou cotilédones (Gulati, 2018).

A maior dificuldade da manutenc¢ao de bancos de germoplasma 7z vitro sao os altos custos para
manter o estoque, espa¢o disponivel na sala de crescimento, riscos de contaminagiao e também de
variacao somatica dos clones ao longo do tempo (Reed, 2017).

Comumente, as culturas de maior interesse comercial ainda sio mantidas em bancos de
germoplasma a campo, tanto por instituicdes de pesquisas como em jardins botanicos (Reed, 2017,
Silveira; Sibov, 2019). Nesse sentido, a biotecnologia pode ser utilizada por essas mesmas institui¢des,
oferecendo possibilidades de grande interesse como complemento a conservagao tradicional a campo,
tais como a conservagao 2 vitro por meio dos bancos de germoplasma (Machado et al., 2011; Carvalho

et al,, 2014).

PROPAGACAO IN VITRO DE PLANTAS COMO FERRAMENTA PARA A
CONSERVACAO

MICROPROPAGACAO

Dentre as diferentes formas de conservar a biodiversidade, a micropropaga¢iao, com suas
diversas técnicas, surge como ferramenta importante, que facilita a manipula¢do das plantas para
obtengao de processos ou produtos de interesse, com aplicagio em diferentes areas, tais como o
melhoramento genético e o aumento ou a produgao de metabdlitos de interesse economico (Morales
et al,, 2015).

A micropropagac¢ao tem sido a técnica de propagacao 7 vitro mais aplicada na cultura de tecidos
de plantas, e tornou-se um termo utilizado para referir-se a propagacao vegetal 7z vitro, a partir de alguma
parte especifica da planta, baseada na capacidade morfogenética e totipotencial das células (Correia et
al., 2011).

Qualquer parte da planta destinada a utilizacao  vitro ¢ um explante. Este pode ser uma célula,

tecido ou 6rgio, o qual sob condigdes assépticas, em meio nutritivo, visa a micropropagagao no
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melhoramento, armazenamento ¢/ou limpeza clonal, além da conservaciao de espécies ameagadas de
extin¢ao (Cruz-Cruz et al., 2013).

A micropropagacao pode utilizar-se dos métodos da embriogénese de células somaticas ou
organogénese adventicia, sendo realizada em explantes recém obtidos ou em calos subcultivados
(Benelli et al., 2012). Na organogénese ocorre a diferenciacao de novas gemas e brotagoes (cauligénese)
e raizes (rizogénese) durante o desenvolvimento vegetal (Zimmerman, 2010). A embriogénese somatica
envolve o desenvolvimento de embrides a partir de células somaticas, constituindo-se de estruturas que
contam com seus meristemas caulinares e radiculares e, por sua vez, manifestam um sistema vascular
fechado sem conexao com os tecidos do explante inicial. Esta caracteristica difere os embrides
somaticos dos propagulos resultantes do processo de organogénese (Reed, 2017).

Esta técnica ¢ aplicada na producdo comercial de plantas em todo o mundo, apresentando
diversas vantagens em relagao aos métodos convencionais, como a multiplicacao de clones em qualquer
época do ano e rapida multiplicagao clonal de espécies que dificilmente seriam propagadas por métodos
convencionais, eliminacdo de patdégenos em materiais infectados e de agentes causadores de doengas
(Bonilla; Caetano, 2013; Tavazza et al., 2013).

A micropropagac¢ao permite que mudas sejam mantidas em bancos de germoplasma 7 vitro, livre
de patégenos, em um espago relativamente curto, baixo custo de manutencao e condigoes controladas
que facilitam o manuseio a curto ou longo tempo desse material. Além disso, os bancos de germoplasma
in vitro também possibilitam a introdugdo de espécies, troca de material entre instituiches e

pesquisadores, garantindo assim, a conservagao e a disponibilidade desse recurso genético (Morales et

al., 2015).

USO DE SEMENTES SINTETICAS

Sementes artificiais ou sintéticas tém sido definidas como estruturas analogas as sementes
botanicas, obtidas a partir do encapsulamento de micropropagulos (unidades encapsulaveis) em
endosperma artificial, passiveis de serem utilizadas para semeadura sob condi¢bes i vitro ou ex vitro e,
sobretudo, capazes de se converterem em plantas normais (Silva et al., 2015).

O potencial do uso de sementes sintéticas é amplo, incluindo a facilidade no transporte,
armazenamento e plantio de germoplasmas elite e conserva¢ao de caracteristicas clonais, além de
proporcionar melhor controle na producio de mudas, tempo de produgdo, subcultivos reduzidos e
baixo custo de produgdo por planta no cultivo zz vitro (Silva et al., 2014).

Esse tipo de semente foi utilizado pela primeira vez pelo pesquisador Toshio Murashige na

década de 70, e desde entdo foram desenvolvidos varios trabalhos que permitiram a aplicacio dessa
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técnica nao apenas em embrides somaticos, mas também para apices caulinares, agregados de células
(calos), gemas axilares, entre outros propagulos vegetativos (Silva et al., 2015).

Atualmente as sementes sintéticas podem ser usadas em conjunto com a criopreservagao para a
conservagao dos recursos genéticos vegetais # vitro, sendo mais utilizadas para as culturas como cereais,
frutiferas, hortalicas, ornamentais e florestais, com a técnica de encapsulamento (Silveira; Sibov, 2019).

Virias espécies ja possuem protocolos especificos para a formagao de sementes sintéticas, sendo

algumas delas listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Lista de espécies com formagao sintética de semente.

Autor Espécie Formacgio Local*

Sementes pré-germinadas +
Embrapa

Acre

Pereira et al., 2008 Piper hispidinervium C. DC. MS V2 + carvao ativado +
NaC¢H-Os (2,5%)
Brotos axilares + MS V2 +
Hibrido (Corymbia torelliana F. Muell

Hung; Trueman, 2012 NaCeH-;Os (3%) + [S[ON
x C. citriodora Hill & Johnson)
CaCl..2H,O (0,1 M)

Brotos axilares + MS V2 +
Hung; Trueman, 2012 Kbhaya senegalensis (Dest.) A. Juss. NaCsH7Og (3%) + [S[ON
CaCl..2H,O (0,1 M)

EmbriGes somaticos +
Silva et al., 2015 Passiflora cincinnata Mast NaCsH7Os (2,5%) + UNEMAT
CaCL.2H,0O (0,1 M)
Sementes + NaCsH-Og (2,5%)

Braga, 2017 Campomanesia adamantinm Camb. UFG
+ CaCl..2H,O (0,1 M)

Sementes + (Ca(NOs),) (5%)
Duarte et al., 2018 Glycine max L. Merrill UFV
+ NaCH-Og¢ (2%)
Apices caulinares + MS +
Silveira; Sibov, 2019 Eugenia dysenterica (Mart.) NaCsH7O¢ (3%) + 4,4uM IFG

BAP

*UCS: Universidade de Caxias do Sul; UNEMAT: Universidade do Estado de Mato Grosso; UFG: Universidade de Goiis;
UFV: Universidade Federal de Vicosa; IFG: Instituto Federal de Goias. Fonte: Os autores.
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Basicamente, em laboratérios de cultivo 2 vitre, o encapsulamento de camada simples (ou beads)
¢ mais usual por sua facilidade. Esse método baseia-se em misturar os explantes de determinada espécie
em alginato de sédio (NaCsH-Og), que é um produto de baixo custo e ndo apresenta toxicidade para a
planta. Posteriormente, os micropropagulos sao misturados, individualmente, a uma aliquota de
endosperma sintético e, em seguida, essa mistura de propagulo e endosperma ¢é colocada em solugao de
cloreto de calcio (CaCl,.2H,O) para a formagao da capsula. Apos o tempo determinado para cada
espécie, as unidades encapsuladas sio submetidas a triplice lavagem com 4gua destilada estéril, para a
remocao do excesso de CaCl,.2H,O, e em seguida sio conservadas em baixas temperaturas (Silva et al.,

2014, Silveira; Sibov, 2019).

CRIOPRESERVACAO

A ctiopreservacao ¢ um método de conservagao i vitro em longo prazo, em que o material
biolégico é submetido a temperaturas extremamente baixas utilizando nitrogénio liquido (-196 °C) ou
em sua fase de vapor (-150 °C). Para a criopreservacio, diferentes 6rgaos vegetais podem ser utilizados,
tais como suspensao de células e sementes e até mesmo protocormos de orquideas (Stulzer et al., 2018;
Vendrame, 2018).

Esse método induz a planta a entrar em um estado de paralizagdo celular, mas mantém a
estrutura celular e o material genético perfeito. Assim, apos o descongelamento, o vegetal tem suas
atividades metabolicas restabelecidas, sendo possivel produzir novas plantas sadias e viaveis (Hughes;
Kane, 2018).

O sucesso na criopreservagao depende dos diferentes niveis de tolerancia da espécie utilizada e,
mesmo entre diferentes tecidos de uma mesma espécie, geralmente estruturas menores sio mais
apropriadas, pois desidratam e congelam mais rapido e uniformemente. A desidratagiao, congelamento,
descongelamento e regeneragao sio etapas criticas para o sucesso da criopreservagao (Villalobos et al.,
2019).

O ponto crucial neste processo é o teor de agua do material a ser criopreservado, pois a
desidratagdo excessiva da célula pode levar a morte e o acimulo de agua a formagao de cristais de gelo
no interior celular, podendo causar o rompimento das membranas celulares (Stulzer et al., 2018).

A utilizagdo de solugdes crioprotetoras é fundamental para que os propagulos tolerem
temperaturas ultrabaixas ao serem armazenados em nitrogénio liquido. A vitrificagao é uma das técnicas
crioprotetoras. O método consiste em tratar o material vegetal com uma solugdo concentrada de
lavagem inicial (glicerol 2,0 M e/ou sacarose 0,4 M) e, em seguida, desidratar o material vegetal por
intermédio de uma solucao altamente concentrada, sendo a solucdo vitrificante utilizada PVS2 (Plant

Vitrification Solution 2) com base em glicerol e com molaridade igual a 7,8 M e congelamento rapido.
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Para resgatar o material, o processo baseia-se no aquecimento rapido a 40 °C, remocio dos
crioprotetores e inoculagio em meio de cultivo (Moraes et al., 2019; Villalobos et al., 2019).

Para algumas plantas, como as arbéreas, cujas sementes nao sao produzidas em numero
suficiente ou sio viaveis por curto periodo, os brotos apicais e axilares sao o material preferido para a
criopreservagao, pois contém o meristema preexistente que pode se transformar diretamente em broto
apos o reaquecimento (Vendrame, 2018).

Outros tecidos vegetais 7 vitro podem ser usados para criopreservagao, tais cCOmo suspensao
celular, calo embriogénico, polen e embrido somatico. Algumas plantas criopreservadas pelo método
de vitrificacao sao Artocarpus heterophyllus Lam. (eixo embrionario), Citrus spp. (eixo embrionario, ponta
de broto, embrido somatico e calo), Populus nigra L. (ponta de broto), Prunus spp. (miniestacas) e Hevea
brasiliensis 1. (cultura da antera) (Stulzer et al., 2018; Vendrame, 2018).

As cole¢oes de germoplasma criopreservado sao armazenadas em varios criobancos como
Instituto de Pesquisa para o Desenvolvimento (IRD) na Franca (dend¢); o Departamento Nacional de
Recursos Genéticos Vegetais (NBPGR) na India (citricos, jacas, Prunus amygdalus 1.., mangas, bananas,
nim, amoreiras, etc.); ¢ o National Citrus Repositor na China (citros), para conservagio e propagacao

futura (Hong et al., 2016; Rosa, 2018; Vendrame, 2018).

CLONAGEM

A clonagem ¢ um método de propagacio utilizado na multiplicagdo das mais variadas espécies
de plantas, podendo ocorrer naturalmente ou por meio de métodos de enxertia ou estaquia, e desde a
década de 1950 também por meios laboratoriais pela micropropagagao (Sarmah et al., 2017).

O cultivo 7z vitro se destaca em varios setores agricolas, tais como: fruticultura, floricultura,
horticultura, como também na area florestal, por promover o incremento da produgio de mudas
vigorosas e livres de patogenos, contribuindo consequentemente, para o aumento da produtividade do
setor agricola (Morales et al.,, 2015). Dentre essas técnicas, a clonagem é uma das aplicagdes mais
rotineiras e de maior impacto para agricultura, pois permite uma rapida multiplica¢do de plantas em
larga escala, com caracteristicas agronomicas superiores (Sarmah et al., 2017). Os explantes, segmentos
de tecidos ou orgaos retirados da planta matriz, utilizados para iniciar o cultivo  vitro. Os mais
frequentemente utilizados sao os apices caulinares, meristemas ou gemas (Balilashaki et al., 2014).

Essa técnica consiste, basicamente, em cultivar em ambiente asséptico segmentos de plantas
(gemas, 4apices caulinares, meristemas, fragmentos de folhas e raizes, entre outros), em frascos
especificos contendo meio nutritivo com balan¢o hormonal adequado, proporcionando a produgio de
milhares de plantas idénticas a planta mae, livres de doengas em curto espaco de tempo (Benelli et al.,

2012).
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Ulisses et al. (2010) divide a clonagem vegetal nos seguintes estagios:

- Estagio I - Selecao da planta mae ou matriz: geralmente as plantas matrizes possuem caracteristicas
agrondmicas superiores e recebem tratamento fitossanitario, nutricional e hidrico, para aumentar a
probabilidade de sucesso nos estagios seguintes da micropropagagao;

- Estagio 1I - Selecdo e tratamento do explante: nesse estagio retira-se um segmento de tecido (explante)
da planta matriz, ¢ realizada a desinfestagao e inoculagdo em meio nutritivo;

- Estagio I1I - Multiplicagdo: para a propagacao z vitro utiliza-se principalmente gemas apicais e axilares,
além de brotacGes laterais do explante para realizar os sucessivos subcultivos;

- Estagio IV - Enraizamento: transferéncia para meio de enraizamento e posteriormente transplantio e
aclimatizagao das plantas em substrato.

A técnica de clonagem ¢é usada em diversas culturas de interesse comercial para selecao de
plantas mais produtivas, resistentes a doencgas ou para conservacao daquelas que estejam vulneraveis e
até mesmo ameacadas de extin¢io (Castro et al., 2016; Sarmah et al., 2017).

No Brasil, na década de 40, aconteceram os primeiros estudos de selecao de hibridos oriundos
de clones de Ewucalyptus sp., com intuito de selecionar plantas com maiores produtividades em matéria
prima (Castro et al., 2010).

Ja na década de 80, foi criado pela Embrapa Hortalicas um projeto de selecao de clones de
batata (Solanum tuberosum subsp. tiberosum) que apresentassem certa resisténcia a murcha bacteriana,
causada por Ralstonia solanacearnm (Smith 1896), doenga bacteriana que pode causar até 50% de perda
na produgao (Lopes et al., 2018).

Atualmente, com a aplicagdao da biotecnologia, foi desenvolvido um nimero maior de clones de
culturas de interesse comercial, que sdo analisados quanto ao seu potencial em termos de produtividade,
tolerancias aos fatores ecologicos e a incidéncia de determinadas doengas (Moreira et al., 2019).

Atualmente as plantas mais produzidas, sao de modo geral, clones de Ewucalyptus sp. (Moreira et
al., 2019), de cana-de-agtcar (Saccharum sp.) (Morais et al., 2017), de café (Coffea sp.) (Oliveira, 2017) e
alguns tubérculos como batata inglesa (Solanum tuberosum) (Batistel, 2018) e batata-doce (Ipomoea batatas

(L.) Lamarck) (Sousa, 2018).

BIORREATORES

Os métodos atuais de micropropagacio baseiam-se na utilizagio de meios de cultura
semissolidos/geleificados, que podem ser de alto custo por conta do agente geleificante utilizado. Além
disso, em diversas culturas, o uso desses meios implica em subcultivos periédicos do material vegetal
para outros meios frescos, devido a exaustao dos nutrientes pelo rapido crescimento das plantas

(Murthy et al., 2018). Assim, métodos de cultura baseados em meios liquidos foram desenvolvidos para
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reduzir o custo de producao das plantulas e de tais culturas, permitindo a automagao dos procedimentos
(Faria et al., 2012).

Uma das opgodes para os laboratérios de micropropagacao ¢ a utilizagao de biorreatores. Os
primeiros surgiram na década de 80 com intuito inicial de propagacao de begonias (Valdiani et al., 2018).
Atualmente sao equipamentos destinados a produgao massal e clonal de plantas por meio da imersao
permanente ou temporaria em meio de cultura liquido, geralmente contendo meio Murashige e Skoog
(1962), suplementado com sacarose (Puga, 2019).

Esse sistema de biorreatores facilitam o controle de parametros fisicos, como pH, temperatura
e ambiente gasoso, 0 que promove o crescimento de plantulas saudaveis (Murthy et al., 2018). O sistema
consiste em frascos de cultivo interligados por tubos que fornecem ar, agua e nutrientes, via aspersao
ou borbulhamento. Em biorreatores de imersao permanente, as plantulas ficam em contato com o meio
de cultura durante todo o petriodo de cultivo. Por outro lado, no sistema de imersio temporaria, o
material vegetal entra em contato com o meio liquido por periodo determinado, com intervalos
programados de imersao seguido da drenagem do meio liquido (Georgiev; Weber, 2014).

De acordo com alguns pesquisadores, esse sistema apresenta inumeras vantagens em relagao
aos métodos tradicionais de produgao, tais como a aceleragao do processo de multiplica¢io com menor
manipulagao das plantulas, monitoramento e controle das condi¢oes de cultivo, além da redugdo do
custo total por unidade produzida (Valdiani et al., 2018).

Além disso, os biorreatores também podem auxiliar na producdo da biomassa vegetal tutil para
a extracao de metabolitos secundarios valiosos de importancia farmacéutica (Murthy et al., 2018).

No Brasil, o sistema de produgao vegetal por meio de biorreatores esta sendo implantado e
aperfeicoado para atender as necessidades especificas de cada cultura (Valdiani et al., 2018). Os
biorreatores podem ser de vidro ou a¢o inoxidavel e sdo classificados como: agitados mecanicamente
(por exemplo, biorreatores com aeragao agitada, biorreatores de tambor rotativo e biorreatores de filtro
de rota¢ao), acionados pneumaticamente (biorreatores de bolhas sem agitagdo, biorreatores de coluna
de bolhas, biorreatores de elevagdo de ar) e os com sistemas nao agitados (por exemplo, biorreatores
de fase gasosa, biorreatores de aerador de membrana permeavel a oxigénio, aeragao por sobreposi¢ao)

(Valdiani et al., 2018) (Tabela 3).
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Tabela 3. Lista de espécies cultivadas por biorreatores.

Autor Espécie Biorreator Local*

Ffaffia glomerata Spreng, Imersao temporaria em
Caproni, 2016 UFV

Zingiber spectabile Griff. meio MS

Imersao temporaria em
Fogaca et al., 2016 _Agapanthus umbellatus var. mino; UFSC
meio MS

' rad ex ~ L
Bambusa vuigaris Schrad e Imersao temporaria em

Ribeiro et al., 2016 UFMT
WendL meio MS

Imersao temporaria em
Masiero, 2017 Ipomoea batatas (L. UFP
meio MS

Imersao temporaria em
Calaes, 2018 Musa spp. UFMG
meio MS 2

Imersao temporaria em meio
Puga, 2019 Solanum betacenm Cav. NS ucC

*UFV: Universidade Federal de Vicosa; UFSC: Universidade Federal de Santa Catarina; UFMT: Universidade Federal de
Mato Grosso; UFP: Universidade Fernando Pessoa; UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais; UC: Universidade de
Coimbra. Fonte: Os autores.

CONSIDERACOES FINAIS

O Cultivo 7 vitro € uma das maneiras mais eficazes de conservagao dos recursos genéticos, tendo
como intuito proteger, recuperar € promover o uso futuro desses recursos de forma sustentavel e com
medidas significativas para deter a degradagio e a perda da biodiversidade. Além disso, para
comprimento do objetivo 15 da lista dos objetivos sustentaveis da ONU, essas medidas para
conservagdao devem ser tomadas de forma urgente e significativa para reduzir a degradagao de habitats
naturais e, até 2020, proteger e evitar a extingao de espécies ameacadas (ONU, 2019).

Dentro desse contexto, muitas pesquisas tem sido desenvolvidas, buscando aperfeicoar as
metodologias e especificando-as, pois o mercado consumidor esta cada vez mais exigente. Nesse caso,
¢ imprescindivel estar atento as normas vigentes, para a producdo de plantas de qualidade, além de

proteger os recursos genéticos para uso futuro como na protegao de espécies ameagadas de extingao.
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