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$ princfpios fundamentais que suporiam

_apossibilidade de cultivar tecidos

vegelais em condigdes artificiais
esido contidos na teoria celular proposta
por Schieiden e Schwan. De facto, posiula
esia feoria que a célula vegetal tem capacidade
de autonomia ¢ mesmo de fofipoténcia e,
como {al, capacidade de repenerar até se
obter uma nova planta completa.

A primeira tentativa de cultivar células
efou tecidos vegetais surgin com Haberland,
em 1902. Embora ndo tenha sido bem sucedido,
este investigador € hoje considerado como
o fundador da cultura de tecidos vegetais
em meios de cultura artificiais.
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Em 1927, Went conseguia isolar a primeira
das vérias substdncias de nafureza aux{nica,

‘que promovem crescimenio celular.

Quimicamente, identificou-se como sendo
4cido 3-indol acético e logo que se comegaram
a verificar os efeitos desta substincia nos
fectdos vegetais, trés anfores, Whife, Nobéconrt
¢ Gautheref publicaram em 1939,
independentemente, resultados obtidos na
cultura de tecidos vegefais in vitro por
longos perfodos de tempo, sendo esies trabalhos
considerados como pionciros. Desde entdo,
o ritmo das descobertas foi sendo cada
viz maior, '

Em 1955, Miller, Skoog ¢ colaboradores
conseguem isolar ¢ identificar a substincia
constituinte do leite de coco que tio
extraordindrios resultados estava a permitir
obter ¢ A qual foi dado o nome de cinetina
(Miller et al., 1955).

Os numerosos ensaios de associagdo
de auxinas com cifocininas ¢ a apresentagdo
de novas formulagdes nutritivas cada vez
mais adaptadas 3s necessidades fisioldgicas
das células vegeiais propostas, entre outros,
por Heller (1953), Murashige ¢ Skoog (1962},
Schenk e Hildebrandt (1972) e Greshoff e
Doy (1972), permitiram que fosse possfvel
estabelecer in vitro, uma cada vez maior
diversidade de células, fecidos e 6rgdos
periencenies a diferentes espécies.

Estas écnicas foram rapidamente aplicadas
a estudos de morfogénese, permitindo a
comparagio do desenvolvimento da estrutura
da planta obtida in vitro com 0 da planta
crescendo ¢m ambiente natural e, como
al, significativos acréscimos do conhegimento
nas 4reas de histogénese e organogénese.
Com base nestes estudos, cedo se verificaram
as polencialidades destes sistemas de regeneragio
in vitro na propagagdo de plantas, o que
mais tarde se viria a chamar de micropropagagio
ou propagacdo in vitro. A sua primeira
aplicagdo com prande sucesso foi feita por
Morel (1964), para a obtengdo de plantas
isentas de virus ¢ propagagdo clonal de
orquideas.

Foi com base na utilizagdo dos diferentes
sistemas de cultura de tecidos que foi possivel
aprofundar ¢ obter novas linhas de investigagdo.
Assim, as culturas de calli, que podem
ser obtidas quer direciamente dos explanis
iniciais, quer de células j4 em culiura,
s30 hoje utilizadas como excelentes meios
par} obten¢do de organogénese indirecta
(George ¢ Sherrington, 1984; Pierik, 1987),
de rebentamento adventfcio, quer por
embriogénese somética quer por cultura
de células em suspensdo; s3o um exiraordindrio
meio no campo do melhoramento, através
da oblengdo de variabilidade somaclonal
(Ahuja, 1987), tendo ainda aplicagdo no
campo dafisiologia, patologia e criopreservagdo.

A cultura de células em suspensdo é
hoje utilizada para a produgdo de metabolitos
primérios ¢ secunddrios de grande aplicagdo
indusirial; é, teoricamente, um extraordindrio
sistema para propagagdo de plantas em
larga escala; no campo da fisiologia permitiu
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estudar o comportamento da célula isolada,
sendo assim quebradas todas as interacgdes
a nivel tecidular; no campo da patologia
fornou pessivel o estudo da interacco parasita
célula ao nivel da accdo de toxinas nas
membranas e organitos, em ambiente controlado
e livre de qualquer outro confaminante.

A cultura de protoplastos tem permitido
uma elucidagdo na especificidade ¢ modo
de acdo de fungos e bactérias no metabolismo
celular, em particular nas bases genéticas
da resposta de resisténcia ou de susceptibilidade
das plantas a um factor especifico, j4 que
a parede celular, que por vezes pode ser
impeditiva dessa relagdo, estd ausente. Estes
sistemas tém permitido ainda significativos
avangos no campo da genéfica e melhoramento,
j& que por fusdo é possivel a obtengdo de
hibridos sométicos, com a consequente supressdo
de barreiras de incompatibilidade sexual,
permitindo a obtencdo de novas espécies
alopldides. Os sistemas de protoplastos
constituem dinda um Optimo sistema para
aplicacdo da tecnologia de DNA recombinante
¢ consequente obtencdo de plantas transformadas
(Lindsey e Jones, 1989).

A cultura de anteras e/ou grios de pdlen
tem sido um sistema utilizado cada vez
com maior €xito, para a produgdo de linhas
homozig6ticas por duplos haplides e mesmo
para a obtengdo de plantas hapldides por
androgénese, com grande aplicaio em programas
de melhoramento.

Todos os sistemas atrds referidos podem
ser considerados como sistemas de cultura
desorganizados (George e Sherrington, 1984),
jd que em fodos eles as células passam
por uma fase de desdiferenciagdo, aumentando
0 volume tecidular com fotal auséncia de
estruturas organizadas e contendo apenas
um limitado nimero de diferentes células
especializadas. Ao contrdrio, os sistemas
de cultura organizados, baseiam-se na
continuidade do crescimento e preservagao
das estruturas histol6gicas j4 existentes,
dependendo exclusivamente do tipo de estrutura
em cultura ¢ do tipo de pré-determinagio
genética que as células receberam (George
¢ Sherrington, 1984).

A cultura de 6rgdos determinados, isto
€, que estdo destinados a possuir um tamanho
e forma definidos, tais como folhas, flores
e frutos, tém permitido o estudo de efeitos
de reguladores de crescimento no desenvolvimento
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destes 6rgdos, mas €, sem diivida, a cultura
de 6rgdos com crescimento indeterminado,
ou seja, cujo crescimento é potencialmenie
ilimitado, tais como tecidos meristeméticos
apicais de caules ou de rafzes, que maior
aplicago e impacto fem provocado na propagacdo
vegetativa.

De especial importéncia se revesie a
utilizagdo de meristemas e dpices caulinares,
j4 que sdo o sistema até hoje mais utilizado
na propagagdo vegetativa, e isto porque
apesar de todos os sistemas j4 referidos
permitirem a regeneragdo de plantas completas,
a propagacdo in vitro por gomos apicais
efou axilares apresenta os mais baixos niveis
de variabilidade genética, garantindo assim
uma elevada manutengdo da estabilidade
genotipica e, consequentemente, fenotipica,
dos individuos assim obtidos, embora as
faxas de multiplicacdo sejam, em geral,
inferiores aos sistemas que fazem uso de
culturas desorganizadas. Dois fipos de cultura
t8m sido utilizados, dependendo do tamanho
do explant inicial. Assim, a coltura de
meristemas consiste na utilizagio da extremidade
do dpice, constitufdo exclusivamente por
células meristeméticas, com dimenséo entre
0.2 ¢ 1 mm, ¢ é de grande aplicagio na
obtengdo de plantas isentas de virus (Boxus
¢ Druart, 1986); acultura de dpices caulinares
consiste na utilizagdo de explants iniciais
com dimensdes que podem ir até aos 10
mm de comprimenio. Se as condigdes de

.cultivo forem as indicadas para a espécie,

ambos os fipos de culfura vdo permitir o
desenvolvimento de pequenos rebentos. Com
fraiamentos apropriados, os rebentos assim
obtidos podem ser induzidos a desenvolver
raizes, concluindo-se assim a obtengdo da
planta completa, ou podem ser ufilizados
como fonte de obtenfo de explants secunddrios,
para assim aumentar o nimero de rebentos
disponiveis para enraizamento ¢ posterior
aclimatizagdo.

De acordo com a terminologia proposia
pela Associacdo Internacional de Cultura
de Tecidos, entende-se por micropropagagdo
ou propagacdo in vitro, a propagacéo de
plantas em meios de cultura de formulagdo
definida, maniidas em ambiente artificial
controlado, utilizando contentores de pléstico
ou vidro, com manipulagio em condigdes
assépticas (IAPTC, 1985).

Foram os frabalhos de Murashige (1974)

¢ posteriormente de Debergh e Maene (1981)
que estabeleceram os principios gerais de
um sistema de micropropagagio, tendo sido
definidas cinco fases:

Fase 0: Selecgio da planta mie e
preparagdo do explant.

Envolve foda a fase de manipulagdes
do material vegetal, desde a recolha
até ao estabelecimento in vitro. Nesta
fase incluem-se os pré-fratamentos do
material vegetal e sistemas de desinfecgdo,
tornando-se fundamental o controlo
de factores como a idade e estado fisioldgico
da planta mie, idade e posigdo do
tecido ou 6rgdo na planta, constituicdo
genética, entre outros.

Fase 1:Estabelecimenio de uma culfura
asséptica.

Inclui o isolamento do explani e sua
colocagdo em condigdes assépticas no
meio de culfura.

Fase 2: Fase de multiplicagdo.

De acordo com a metodologia utilizada,
o principal objectivo € conseguir propagar
sem perda de estabilidade genética,
tendo como factores mais importantes
para 0 sucesso a formulagdo dos meios
de cultura e as condigdes fisicas do
ambiente de crescimento.

Fase 3:Preparagdo para o crescimento
em ambiente natural,

Inclui a formagdo de rafzes adventicias,
quer in vitro quer in vivo, podendo
haver necessidade de uma fase prévia
de alongamento dos rebenfos obtidos
na fase 2.

Fase 4: Transferéncia para o ambiente
natural.

Sdo determinantes nesta fase todo um
conjunto de factores fisicos, tais como
luz, humidade e temperatura, que devem
ser alterados de forma gradual a fim
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de permitir  planta a sua autosuficiéncia
fotossintética.

Teoricamente, sdo vérios os métodos
hoje disponiveis para desenvolver sistemas
de propagagdo in vitro (Fig. 1). Entre eles
podemos referir os sistemas de rebentamento
axilar, utilizando como explant primédrio
merisiemas, dpices caulinares ou gomos

proprios propdgulos de multiplicagdo,
pelo que se conseguem obfer nimeros
elevados de plantas em dreas reduzidas;

iv)a propagagdo € exccutada em condigdes
assépticas, livre de agentes patogénicos;

v)utilizando metodologias apropriadas,
nomeadamente a culiura de merisiemas,
¢ possivel a obtengdo de plantas isentas
de virus;
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nodais; sistemas de organogénese e/ou
embriogénese directa, isto é, directamente
do explant; ¢, também, por organogénese
¢/ou embriogénese indirecta, isto €, passando
por uma fase de calli, podendo depois estes
calli serem também utilizados para obtengo
de culiuras de células em suspensio e de
protoplastos com posterior regeneragdo da
planta complefa.

Estes sistemas tém vindo a obfer uma
cada vez maior aplicagdo, quer em espécies
herbéceas, quer em espécies lenhosas € o
facto de se assistir a uma cada vez maior
utilizagdo e aplicagdo generalizada dos
sistemas de propagagdo em geral e de clonagem
em particular, segundo meiodologias in
vitro, € testemunho mais do que suficiente
para demonsirar as inimeras vantagens
potenciais. Dentro delas podemos referir:

i)a propagacdo in vitro é mais répida do
que a propagacdo in vivo;

ii)é possivel propagar algumas espécies
invitro as quais sdo diffceis ou mesmo
impossiveis de propagar in vivo;

iii)as culturas sdo iniciadas por explants
de reduzidas dimensdes, bem como 05
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vijcomo resultado do controle de vrios
factores, fais como, nutritivos, hormonais
e fisicos, o efeito das estagdes do ano
pode ser eliminado e, como fal, a produgdo
pode ser continua;

vii)a obiengdo de plantas enraizadas com

0 seu préprio sistema radicular torna -

desnecessdrio, se for caso disso, o recurso
A enxertia;

viii)as plantas ndo necessitam de cuidados
entre 0s subculfivos;

ix)para o melhorador é todo um campo de
potenciais aplicagdes, permitindo a obiengdo
de resultados que, pelos métodos cléssicos,
eram impossiveis ou de obtencdo lenta
e dificil.

Viérios sdo os factores que infuenciam
o processo de formagdo de novos rebentos,
dos quais podemos referir os seguintes:

i)influéncia do nimero de subculiivos no
processo de desenvolvimento das culturas;
ii)necessidades varidveis de citocininas,
com ou sem auxinas, na fase de multiplicagdo,
de acordo com 0 objectivo pretendido;
iii)caracterfsticas ffsicas e qualitativas das

formulag@es nutritivas, nomeadamente
concentragao idnica tofal, balangos NH,*/
NO, e K*/Ca™ e potencias osmdticos;

iv)formagdo de calli como resultado de
elevadas concentragdes de citocininas
efou auxinas;

v)possiveis diferengas de comportamenio
genétipo-dependentes.

Apés a fase de multiplicagdo (Fig 2),
torna-se necessdrio preparar os rebentos
obtidos em ambiente artificial e heterotréfico
dos tubos de ensaio, para a sua sobrevivéncia
em ambiente natural ¢ j4 obrigatoriamente
aufoiréficos. Esta fase, para além de envolver
um perfodo de enraizamento (Fig 3), j4
que sdo raros 0§ casos em que a rizogénese
ocorre simultaneamente com a multiplicagéo,
envolve ainda toda uma alteragdo no
comportamento fisiolégico da jovem planta,
nomeadamente o estimular da fungdo
fotossintéfica, absor¢do de 4gua e outros
nuirientes através do seu sistema radicular,
resisténcia A desidratacfio e agentes patogénicos.
Apesar dos muifos progressos jé obtidos,
a fase de enraizamento permanece como
uma das mais dificeis na propagagdo de
espécies lenhosas (Németh, 1986). As
meiodologias possiveis de utilizar para induzir
rizogénese sdo basicamente duas:

1)os rebentos individualizados podem ser
colocados directamente num substrato
de enraizamento natural, sob nebulizagdo
¢ elevada taxa de humidade, tendo o
processo de rizogénese sido previamente

Fig. 2 - Fase de mu]uphcagao

19



estimulado por imersdo basal do rebento
em solugdes hormonais de concentragdo
e em fempos varidveis de acordo com
as espécies, geralmente designado por
enraizamento in vivo;

ii)os propdgulos ou rebentos individualizados
podem ser colocados em novo meio de

culfura sintético, esterilizado, com omissdo i

de citocininas e incremento da concentragdo
de auxinas e, em particular nas espécies
lenhosas, com redugdo das concentragdes
de macronutrientes do meio de cultura.

Esta tltima metodologia, de acordo
com as espécies e mesmo clones, pode ser
favorecida se for utilizado ou adicionado
meio liquido, bem como utilizagdo de dois
tempos na rizogénese, um de indugdo, com
0s rebentos ou propdgulos em contacto
com 0 meio com auxinas durante periodo
de tempo varidvel e um de alongamento,
por posterior transferéncia para um meio
livre de auxinas.

caulinar ¢ radicular, elas sdo reduzidas, o
que dificulta o transporte de translocados
xilémicos e floémicos. Para além destas
causas, & sabido que muitos sistemas radiculares
desenvolvidos in vitro ndo séo fisiologicamente
activos, verificando-se que mais de 50%
destas rafzes morrem imediatamente ou
entdo mantém-se durante a aclimatizagdo
sem produzir qualquer crescimento (McClelland
et al., 1990).

Assim, todo o processo de transplante
¢ aclimatizagdo deverd desenvolver-se de
uma forma gradual e védrios s0 os cuidados
a ler presentes, tais como:

i)os rebentos, j4 enraizados ou ndo, devem
ser bem lavados, para retirar todos os
vestigios de agar e tratados com um
fungicida;

ii)o substrato a utilizar deveré ser previamente
esterilizado;

iii)apds a transferéncia, as plantas devem
ser protegidas da desidratagdo e de

Fig. 3 - Fase de preparagdo para o crescimento em ambiente

natural que inclui a formagio de raizes adventicias.

A fase de transplante ¢ aclimatizagdo
¢, também, uma fase critica em todo o
processo (Fig. 4). E isto porque um fraco
desenvolvimento da cutfcula das plantas,
- agsociado a um deficiente funcionamento
dos estomas, se tornam numa das principais
causas de desidratagdo nas primeiras horas
de aclimatizagdo. Também as folhas, muito
finas, séo pouco eficientes fofossinteticamente,
i que 0 seu mesdfilo tem poucas ¢ pequenas
células a constituir os parénquimas em
paligada ¢ grandes espagos intercelulares;
quanto 3s conexdes vasculares entre o sistema
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elevadas intensidades luminosas através
de nebulizago e ensombramento, onde
devem permanecer vérios dias até
funcionamento do sistema radicular ¢
mecanismos fotossintéticos;

ivjuma vez estabelecidas, deverdo ser
gradualmente sujeitas a redugdo das
taxas de humidade ambiental e a acréscimos
da intensidade luminosa, até condigdes
ambientais naturais;

v)necessidade de prevenir ataques fingicos.

Em relagdo a esta fase, muitos ainda
§d0 05 progressos e os desenvolvimentos

aesperar, j que ela é uma fase relativamente
cara ¢ muifo susceptivel de falhas, daf
que os grandes laborat6rios comerciais estejam
constantemente a apresentar inovagdes que
permitam ndo s6 uma maior eficcia dos
tratamentos, como também uma progressiva
automatizagdo de todo o sistema, por forma
a diminuir os custos.

Assim, € de esperar, num futuro cada
vez mais préximo, o langamento de novos
tipos de substratos e contentores que facilitem
todas as operagdes. Quando tal acontecer,
0 prego das plantas propagadas in vitro
certamente que ird descer significativamente,
0 que tornard estas metodologias ndo s6
motivantes como também economicamente
rentdveis (Levin ¢ Vasil, 1989).

Segundo Bonga e Durzan, em 1987
eram trabalhadas in vitro 122 espécies de
52 géneros, sendo 19 espécies de 7 géneros
de 4 familias de gimnospérmicas e 103
espécies de 45 géneros de dicotileddneas,
dentro das espécies consideradas como lenhosas.
Contudo, apenas para um pequeno nimero

- destas espécies, se tém j4 definidas e padronizadas

quais as condigdes ideais subjacentes a
todo o processo de regeneragdo, para a
sua produgdo em massa, a fim de que possa
ser avaliada a estabilidade genélica e
morfogenética dos clones sob condigdes
de campo.

E opinido generalizada que existe uma
maior dificuldade no estabelecimento de
sistemas de propagagdo in vitro de espécies
lenhosas do que de espécies herbdceas.
Alguns factores que contribuem para tal
sdo a forte influéncia genotipica inter ¢
intra-especifica no tipo de respostas regenerativas,
a contaminagdo das culturas por agentes
patogénicos enddgenos, a inibigdo do crescimento
por fendis e polifendis libertados pelos
explants e, finalmente, a dificuldade no
estabelecimento em cultivo de explants
provenientes de material com caracterfsticas
fisiol6gicas adultas.

Como consequéncia da forte influéncia
genotfpica, ¢ sabido que para cada uma
das espécies que se pretende clonar, se
torna necessdrio desenvolver um sistema
especifico, isto €, o que resulta bem para
uma espécie, pode j4 ndo funcionar para
outra. E em adigdo a esta variago interespecifica,
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assiste-s¢ ainda, por vezes, a uma forte
variagdo intraespecifica, de clone para clone.
Quando se pretendem desenvolver sisiemas
para diferentes géneros, estas dificuldades
surgem com muito mais relevéncia.

Também a contaminago bacteriana das
culturas in vitro, logo na fase de estabelecimento,
ou posteriormente durante a fase de proliferago,
¢ um grave problema. Tal facto, que pode
ser consequéncia de processos de desinfec¢do
deficientes e, entdo, hd que os corrigir, €
muitas vezes resultado de actividade bacteriana
enddgena, dos préprios tecidos e, como
tal, ndo € possivel de eliminar pelos processos
de desinfecgdo normais. Quando tal acontece,
h4 que ter em conta aspectos de sanidade
da planta mde que fornece os explants, ou
utilizar sistemas de estabelecimenfo que
diminuam esse risco por exemplo, utilizando
como explants meristemas ou dpices
meristemdtico;, sistemas de proliferagdo
que favoregam o rdpido alongamento caulinar,
com baixas concentragdes de citocininas,
auséncia de luz entre outros e, se necessario,
utilizagio mista destas mefodologias associadas
a0 emprego de antibifticos no meio de
cultura. Nestes casos ¢ sempre aconselhdvel
proceder a indexagens regulares.

0 terceiro factor, inibigdo do crescimento
por libertagdo de fen6is para o meio de
cultura pelos explants, ndo sendo possivel
de evitar, é no entanto possivel de minimizar
0s seus efeitos. Assim vérios sistemas podem
ser definidos tendo por base a remogdo
dos compostos fen6licos do meio de cultura
4 medida que vo sendo libertados, a alieragdo
do potencial redox ou, ainda, por redugdo
da actividade das fenolases ou dos substratos.
Na prética, alguns destes sistemas tém
sido conseguidos através da inclusdo no
meio de culfura de anti-oxidantes, como
por exemplo o 4cido ascérbico, o dcido
citrico e o hidrocloreto de cisieina, ou de
substdncias com capacidade de absorgdo
de substncias fenGlicas como o carbono
activo ou a polivinilpirrolidina; outra solugdo
consiste na passagem sucessiva do explant
por meios Ifquidos com anti-oxidantes antes
de serem colocados no meio de cultura
ou, ainda, por transferéncias sucessivas
do explant para novo meio de cultura.

Finalmente, o quarto aspecto referido,
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dificuldade de estabelecimento de material
vegetal de caracterfsticas adulfas €, sem
divida, o que maiores dificuldades tem
levantado aos investigadores, em particular
em géneros como Junglans, Castanea ¢
Quercus, entre outros, em que a maturidade
¢ atingida muito tardiamente. Assim, j4

apenas de uma actividade meristem4tica
de tecidos juvenis que permanecem na planta
(Greenwood, 1986). Espécies como a Pinus
radiata L., P. pinaster L. ¢ Picea abies
Karst.(St-Claire et al., 1985; Franclet, 1981)
nas Gimnospérmicas, tém vindo a ser propagadas
com este fipo de material vegetal. Nas
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que a clonagem deste material ¢ feita a
partir de individuos cujas caracteristicas
fenotipicas se manifestam na fase adulta,
torna-se necessdrio utilizar ou desenvolver
metodologias que permifam obten¢do de
material vegelal com caracterfsticas juvenis.
No primeiro caso, utilizago de material
com certas caracteristicas de juvenilidade,
¢ sabido que em muitas espécies o material
proveniente dos ramos inferiores, em especial
proximos do tronco, sio mais juvenis, bem
como rebentos ortolrépicos que se originam
da base do tronco. Quanto ao segundo caso,
utilizagdo de técnicas de rejuvenescimento,
pode-se actuar quer ao nivel da planta mie,
antes de retirar o explant, quer j4 ap6s o
estabelecimenio in vitro.

As metodologias mais ufilizadas até
20 momento tm sido a aplicagdo de citocininas
aonivel da planta ou durante o estabelecimento
em culfura, enxertias em série, utilizagdo
de rebentos de toiga e podas severas (Greenwood,
1986).

No caso da utilizagdo de rebentos obtidos
a partir de toigas e da base do tronco ou
resultantes de podas severas, eles tém sido
largamente utilizados, apesar de também
ndo se ter ainda perfeito conhecimento se
o aspecto juvenil dos rebentos € resultado
de um processo de rejuvenescimento ou

Fig. 4 - Fase de transferéncia e aclimatizagcdo em ambiente natural.

2 BRI

Angiospérmicas, também vérias sdo as espécies
em que se utiliza este tipo de material
vegetal para iniciar sistemas de propagacio
in vitro, como por exemplo castanheiro
(Vieitez et al., 1983; Gongalves, 1990),
carvalho (Vieitez et al., 1985) e sobreiro
(Manzanera ¢ Pardos, 1990; Gongalves,
1992).

A acrescentar a estas dificuldades juntam-
-se outras, comuns a todas as espécies
que sdo propagadas por estas metodologias,
fais como: necessidade de equipamento
laboratorial especializado, riscos de confaminagdo
que podem inviabilizar grande quantidade
de culturas, desenvolvimento de métodos
especificos para cada espécie, o tamanho
inicial das plantas ¢ muito pequeno, sdo
muito susceptiveis a perdas de 4gua e,
para além de ndo serem fotossinteticamente
autosuficientes, algumas metodologias ndo
garantem estabilidade genética. Perante tudo
isto €, assim, indispensdvel, quando sc
inicia um projecto de multiplicagdo de plantas
por cultura de tecidos, ter em confa os
seguintes pressuposios:

i)possibilidade de obten¢do de faxas de
regeneragdo elevadas;

ii)capacidade das plantas obtidas in vitro
resistirem ao transplante e desenvolverem-
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-§¢ no campo, segundo as expectativas
ou ainda melhor;

iii)existir uma certa compatibilidade entre
os sistemas adoptados e os sistemas
de multiplicagdo convencionais;

iv)as caracteristicas seleccionadas deverdo
justificar economicamente, ou de qualquer
oufro modo, 0 uso de sistemas de propagago
por cultura de tecidos. '

No entanto, todas as metodologias
actualmente em utilizagdo necessitam de
ser mais amplamente exploradas, para que
a sua efectiva utilidade na micropropagagdo
de plantas lenhosas adultas seja uma realidade.
Neste sentido, o potencial das técnicas de
embriogénese somatica aplicadas a espécies
lenhosas tem de ser objecto de intensa
investigagdo. Protocolos complefos tém que
ser desenvolvidos com um adequado controlo
da regeneracdo da planta, para que a fidelidade
genética do gendiipo dador possa ser amplamente
conservada nos seus propdgulos posteriores.
Também a engenharia genéfica poderd contribuir
de uma forma decisiva para aumentar a
eficiéncia desias metodologias.

Esta investigagdo poderd entdo levar
a propagacdo in vitro de espécies lenhosas
a tornar-se competitiva face 4 propagacdo
pelos métodos convencionais, ndo devendo
esquecer que um dos importantes aspectos
a ser considerado, em termos de aplicagio
comercial, € a relagdo custo/beneficio.

De facto, torna-se dificil referir com
exactiddo os custos de obtencdo de plantas
quer por via convencional, quer por técnicas
in vitro, mas ¢ assumido que estas podem
apresentar valores superiores da ordem dos
30 a2 200 %, ndo devendo no entanto esquecer
que um dos aspectos mais importantes na
propagagdo clonal, € o facto de permitir a
multiplicagdo de novas variedades ou de

gen6tipos melhorados ¢ a sua introducdo
no mercado muito mais rapidamente do
que através dos métodos convencionais.
0 ganho potencial também é dificil de determinar,
mas os quantitativos do produto economicamente
iitil, madeira, fruto e 6leos, podem também
ser significativamente mais elevados no
material clonado. No aspecto florestal e
tendo em conta 0 importante aspecto econdmico
a longo prazo, tem sido demonsirado que
incrementos de apenas 2 a 3 % podem ter
um importante impacto econdmico (Carlisle,
1971).
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