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Resumo

Referem-se alguns dos aspectos histéricos

que mais contribuiram para o desenvolvimento

do conhecimento na 4drea da cultura de tecidos
vegetais, bem como a grande diversidade

~ de aplicagdes e utilizacio destas metodologias,

desde os estudos fisiolégicos, interaccoes

substncias/planta, producio de metaholitos

secundirios, manipulagao genética

e melhoramento até a sua utilizacio como

uma poderosa metodologia na multiplicagio

de plantas, quer por rebentamento adventicio,

axilar e embriogénese somatica.

Faz-se uma descrigao sucinta dos aspectos

que maior impacto tém vindo a ter com

a utilizagio destas metodologias nos diferentes

grupos de culiuras vegetais, nomeadamente

nas culturas extensivas, horticolas, ornamentais,

fruteiras e florestais.

1. Introducgéo

Os principios fundamentais que suportam a possibilidade
de cultivar tecidos vegetais em condiges artificiais
estdo contidos na teoria celular proposta por Schleiden
e Schwan. De facto, postula esta teoria, que a célula
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vegetal tem capacidade de autonomia e mesmo de totipoténcia
e, como tal, capacidade de regenerar até se obter uma
nova planla completa.

A primeira tentativa de cultivar células ¢fou tecidos
vegetais, surgiu com Haberlandt em 1902, Embora
nio tenha sido bem sucedido, este investigador ¢ hoje
considerado como o fundador da cultura de tecidos
vegelais em meios de cultura artificiais.

Em 1927, Went conseguia isolar a primeira das
vérias substdncias de natureza auxfnica, que promovem
crescimento celular. Quimicamente identificou-se como
sendo 4cido 3-indol acético €, logo que se comegaram
a verificar os efeitos desta substiincia nos tecidos vegetais,
trés autores, White, Nobécourt e Gautheret publicam
em 1939, independentemente, resultados obtidos na
cultura de tecidos vegetais ir virro por longos periodos

-de tempo, sendo estes trabalhos considerados como

pioneiros. Desde entdo, o ritmo das descobertas foi
sendo cada vez maior.

Em 1955, Miller, Skoog colaboradmes conseguem
isolar ¢ identificar uma substincia que se formava
ap6s autoclavagem do leite de coco e que tho extraordindrios
resultados esiava a permitir obter, 3 qual foi dado o
nome de cinetina (Miller er al., 1955).

Os numerosos ensaios de associagiio de anxinas
com citocininas ¢ a apresentagio de novas formulagdes
nutritivas cada vez mais adaptadas As necessidades
fisiol6gicas das células vegetais propostas, entre outros,
por Heller (1953), Murashige e Skoog (1962), Schenk




¢ ildebrandl (1972) e Greshoff ¢ Doy (1972), permiticam
que fosse poassivel ¢stabelecer ia vitre, uma cada vez
maior diversidade de ¢élulas, tecidos e drgios pertencenies
a diferentes cspécies.

Estas técnicas foram rapidamente aplicadas a estudos:

de morfogénesc, permitindo a comparagio do desenvolvimento
da estralura da planta obtida in vitro com o da planta
crescendo em ambiente natural e, como tal, significativos
acréscimos do conhecimcnio nas drcas de histogénese
e organogénese. Com basc néstes estudos cedo se verilicaram
as pulencialidades destes sistemas de regeneragio in
vitro na propagagao de planias, o que mais tarde se
viria a chamar de micropropagagio on propagacgio in
viiro. A sua primeira aplicagio com grande sucesso
foi feita por Morel (1964} para a obtengfo de plantas
isentas de virus ¢ propagagho clonal de orquideas.

2. Sistemas de cultura de
tecidos e suas aplicagoes

Foi com base na utilizag8o dos diferentes sistemas
de cuoltora de tecidos que foi possivel aprofundar ¢
obier novas linhas de investigagdo.. Assim. as culturas
de cafli, que podem ser ohtidas quer directamente
dos cxplants iniciais, quer de ¢€lulas ja cm cultora,
sdo hoje utilizadas como excelentes melos para oblengiio
de organogénese indirecta (George e Sherrington,
1984; Picrik, 1987}, d¢ rebentamento adventicio, quer
por embriogénese somatica guer por cultura de células
gm suspensdo; sdo um extraordinirio meic no campo
do melhoramento, através da obtengio de variabilidade
somaclonal (Ahuja, 1987) & tendo ainda aplicagiio
no campo da fisiolopia. palologia e criopreservacgio.

A caltura de células em suspensfio, é hoje utilizada
para a produgio de metaholitos primdrios ¢ sccundérios
de grande aplicag¢fio industrial; €, teoricamente, um
extraordindrio sistema para propagagio de plantas
cn Iarga escala: no campe da {isiologia permite sstudar
o comportamento da célula isolada, sendo assim quebradas
todas as interacgdes a nivel tecidular; no campo da
patologia tornou possivel o estudo da interacgio parasita/
célala ao nivel da acgho de toxinas nas membranas e
organitos, em ambiente conirolado ¢ livre de qualquer
uuiro confaminante.

A cultura de protoplasios tem pernitido uma clucidagio
na especificidade e mado de acgdio de fungos e bactérias
no meiabolismao celular, cm particular nas bases genéticas
du Tesposta de resistdncia ou de susceptibilidade das
plantas a um factor especilico, ja que, a parcde cclular,
que por vezes pode ser impediliva dessa relagdo. esta
auscente. Estes sistemas tBm permitido ainda significativos
avangos no campo da genélica ¢ melhoramento ji que
por fusio € posslvel a obtengdo de hibridos sométicos,
com a consequente supressao de barrciras de incompatibilidade
sexual, permitindo a obtengao de novas espécies aloploides.
Os sistemas de protoplastos constituem ainda um éptime
sistema para aplicacio da tecnologia de DNA recombinante

¢ consequente oblengdo de plantas transformadas (Lindsey
e Jones, 1989).

A cultura de anteras efou grios de pdlen tem sido
um sistema wutilizado, cada vez com maior &xito,
paca a produgfo de linhas homozigéticas por duplos
hapléides ¢ mesmo para a obtenglo de plantas hapléides
por androgénese, com grande aplicagdo cm programas
de melhoramento.

Todos os sistemas alras referidos podem ser considerados
came sistemas de cultura desorganizados (George ¢
Sherrington, 1984), j& que em todos cles as células
passam por uma fasc de desdiferenciagdo, aumentando
o volame tecidular com (otal auséneia de estruturas
organizadas e contendo apenas um limitado nimero
de diferentes células especializadas. Ao contrério,
05 sistemas de coltura organizados, basciam-s¢ na
continuidade do crescimento e preservacio das estruturas
histoldgicas ji existentes, dependendo exclusivamente
do tipo de estrutera em cultura ¢ do tipo de pré-de-
Lerminagao genética que as células receberam {(George
e Sherrington. 1984).

A cultura de Grgdos determinados, ista 6, que ¢stao
destinados a possuir um tamanho & forma definidos, tais
come folhas, flores & frutos, t€m permitide o estudo de
efeitos de reguladares de crescimento no desenvolvimento
dustes Orgdos, mas ¢, sem ddvida, a coltura de drgips
com crescimento indeterminado, ou seja. cujo crescimento
€ potencialmente ifimilado, tais como tecidos meristemilicos
apicais de caules ou de rafzes, que maior aplicagdo e
impacto tem provocado na propagacio vegetativa.

De especial importincia se reveste a utilizagdo de
meriglemas ¢ Apices caulinares, ji que sfo o sistema
até hoje mais utilizado na propagagfio vegetativa c
isto porque, apesar de todos os sistemas ja referidos
permilirem a regencragio de plantas completas, a propagagic
in vitro por gomos apicais efou axilares apresenta os
mais baixos niveis de variabilidade genética, garantindo
assim uma clevada manutengdo da estabilidade genotipica
g, consequentemente, fenotipica, dos individuos assim
obtidos, embora ‘as laxas de maoltiplicagiio scjam, em
peral, inferiores aos sistemas que fazem uso de culturas
desorganizadas. Dois tipos de cultura t&m sido utilizados,
dependendo da tamanho do explant inicial. Assim, a
callura de meristemas, consiste na utilizagfio da extremidade
do dpice, constitnido cxchusivamente por células merislematicas,
com dimensao entre 0.2 e 1 mm, de grande aplicagio
na obtengdo de plantas isentas de virus (Boxus e Druart,
1986) e a cultura de dpices caulinares, que cansiste na
utilizagfo de explants iniciais com dimenses que podem
ir até aos 10 mm de comprimento. Se as condigdes de
cultivo forem as indicadas para a espécie, ambos os
tipos de cultura vdo permilir o desenvolvimento de
pequenos rebentos. Com tratamenios apropriados, os
rcbentos assim obtidos podem ser induzidos a desenvolver
rafzes. concluindoe-se assim a obtengdo da planta completa
ou podem ser utilizados come fonle de obtengio de
¢xplants secunddrips, para assim aumentar o ndimero
de rebentos disponiveis para enraizamento e posterior
aclimatizagio.
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2.1. A micropropagagéio

De acordo com a terminologia proposta pela Associagio
Internacional de Cultura de Tecidos, entende-se por
micropropagacio ou propagagao in vitro, a propagagio
de plantas em meios de cultura de formulagio definida,
mantidas em ambiente artificial controlado, utilizando
coatentores de pldstico ou vidro, com manipulagio
em condigdes assépticas (IAPTC, 1985).

Foram os trabalhos de Murashige (1974) e posteriormente
de Debergh e Maene (1981) que estabeleceram os
principios gerais de um sistema de micropropagagio.
tendo sido definidas cinco fases: Fase 0: Selecgdo da
planta mae e preparac¢io do explant; Fase 1: Estabelecimento
de uma cultura asséptica; Fase 2: Fase de multiplicagao;
Fase 3: Preparacdo para o crescimento em ambiente
natural; Fase 4: Transferéncia para o ambiente natural,

Teoricamente sio varios 0s métodos hoje disponiveis
para desenvolver sistemas de propagacio in vitro. Entre
eles podemos referir os sistemas de rebentamento axilar,
utilizando como explant primério mcrisicmas, épices
caulinares ou gomos nodais, sistemas de organogénese
efou embriogénese directa, isto é, directamente do
explant e, também por organogénese ¢fou embriogénese
indirecta, isto €, passando por uma fase de ce!li, podendo
depois estes calli ser também utilizados para obtengio
de culturas de células em suspensao e de protoplastos
com posterior regeneracio da planta completa.

Estes sistemas t8m vindo a obter uma cada vez
maior aplicagio, quer em espécies herbdceas, quer
em espécies lenhosas e o facto de se assistir a uma
cada vez maior utilizagdo ¢ aplica¢do dos sistemas
de propagagio em geral ¢ de clonagem em particular,
segundo metodologias in vitro, & testemunho mais
do que suficiente para demonstrar as infimeras vantagens
potenciais. (Para conhecimento mais detalhado destes
aspectos ver artigo no n® 4 da Agroforum)

3. Particularidades
das espécies lenhosas

E opini&o generalizada que existe uma maior dificuldade
no cstabelecimento de sistemas de propagagio in
vitro de espécies lenhosas do que de espécies herbdceas.
Alguns factores que contribuem para tal sdo a forte
influgncia genotipica inter ¢ intra-especifica no tipo
de respostas regenerativas, a con taminagdo das culturas
por agentes patogénicos- endégenos, a inibigdo do
crescimento por fenéis e polifendis libertados pelos
explants ¢, finalmente, a dificuldade no estabelecimento
em cultivo de explants provenientes de material com
caracteristicas fisioldgicas adultas.

Como consequéncia da forte influéncia genotipica,
¢ sabido que para cada uma das aspécies que se
pretende clonar, se torna nccessario desenvolver um
sistema especifico, isto 6, o que resulta bem para
uma espécie, pode j4 ndo funcionar para outra. E em

Agro;um n% B/8 ANO 5, 1996

adigiio a esta variagio interespecifica, assiste-se ainda,
por vezes. a uma forte variagdo intraespecifica de
clone para clone. Quando se pretendem desenvolver
sistemas para diferentes géneros, estas dlflculdacles
surgem ¢om muito mais relevfncia.

Também a contaminagio bacteriana das culturas
invitro, logo na fase de estabelecimento ou posteriormente
durante a fase de proliferagdo, € um grave problema.
Tal facto, que pode ser consequéncia de processos de
desinfecgio deficientes e, entdo, hd que os corrigir,
€ muitas vezes resultado de actividade bacteriana
endoégena, dos préprios tecidos e, como tal, nio é
possivel de eliminar pelos processos de desinfecgiio
normais. Quando tal acontece, hd que ter ‘em conta
aspectos de sanidade da planta miie que fornece os
explants ou utilizar sistemas de estabelecimento que
diminuam esse risco, por exemplo utilizando como
explants meristemas ou dpices meristemadticos, sistemas
de proliferagdo que favorecam o rapido alongamento
caulinar com baixas conceniragbes de citocininas,
auséncia de luz entre outros e, se necessdrio, utilizagio
mista destas metodologias associadas ao emprego de
antibidticos no meio de cultura. .

O terceiro factor, inibigcdo do crescimento por
libertagdo de fendis para o meio de cullura pelos
explants, apesar de na maioria dos casos nao poder
ser evitado, ¢ possivel minimizar os seus efeitos.
Assim varios sistemas podem ser definidos tendo
por base a remogio dos compostos fenélicos do meio
de cultura & medida que vdo sendo libertados, a
alteracio do potencial redox ou, ainda, por redugio
da actividade das fenolases ou dos substratos. Na
pritica, alguns destes sistemas t8m sido conseguidos
através da inclus@io no meio de cultura de anti-oxidantes,
como por exemplo o dcido ascérbico, o acido citrice
e o hidrocloreto de cistefna ou de substincias com
capacidade de absorgdo de substancias fen6licas como
o carbong activo ou a pelwlmlplrrohdma, outra solugio
consiste na passagem sucessiva do explant por meios
liquidos com anti-oxidantes antes de serem colocados
no meio de culiura ou, ainda, por transferéncias
sucessivas do explant para novo meio de cultura.

Finalmentg, o0 quario aspecto referido, dificuldade
de estabelecimento de material vegetal de caracteristicas
adultas ¢, sem divida, 0 que maiores dificuldades
tem levantado aos investigadores, em particular em
géneros como Junglans, Castanea ¢ Quercus, entre
outros, em que a maturidade € atingida muito tardiamente.
Por esta razdo torna-se necessdrio utilizar ou desenvolver
metodologias que permitam obtengéio de material vegetal
com caracteristicas juvenis, sendo as mais utilizadas
até ao momento a aplicagio de citocininas ao nivel
da planta ou durante o esiabelecimento em cultura,
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 ndo se ter ainda perfeito conhecimento se, o aspecto
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juvenil dos rebentos ¢é resultado de um processo de
rejuvenescimento ou apenas de uma actividade meristemética
de tecidos juvenis que permanecem na plania (Greenwood,
1986). Espécies como a Pirus radiata L., Pinus pinaster
L. ¢ Picea abies Karst.(St-Claire er al., 1985; Franclet,
1981) nas Gimnospérmicas, tBm vindo a ser propagadas
cam este tipo de material vegetal, Também nas Angiospérmicas,
varias 5o as espécies em gue se uliliza este lipo de
material vegetal para iniciar sistemas de propagagao
fn virro, como por exemplo castanheiro (Vieitez er
al., 1933: Gongalves, 19921), carvalho (Vieitez er
al., 1985) ¢ sobreiro (Manzanera e Pardos, 1990).
A acrescentar a estas dificuldades juntam-se outras,
comuns a tadas as espécies que sdo propapgadas por
cslas melodologias, tals como: necessidade de equipamenlo
labpratorial especializada, riscos de contaminagiio
que podem inviabilizar grande quantidade de culturas,
descnvalvimenio de métodos especilices para cada
cypécic, o tamanho inicial das plantas é muito pequeno,
530 muilo susceptiveis a perdas de Agua &, para além
de ndo serem fotossintcticamente autosuficientes, alpumas
metodologias ndo garantem estabilidade genética.
Perante tudo isto &, assim, indispensdvel, quando se
inicia um projecte dc multiplicagdo dc plantas por
cullura de {ecidos. ler em conla 0§ seguinles pressuposlos:

i) possibilidade dc obtengiio de taxas de regencragiio
clevadas; .

ii) capacidade das plantas obtidasin vitro resistirem
ao transplanic e desenvolvercm-s¢ no campo,
segundo as expectativas ou ainda melhor;
existir uma certa compatibilidade enire os sistemas
adoptados ¢ os sistemas de multiplicaydo convencionais;
as caracleristicas seleccionadas deverio justificar
cconomicamente, ou de qualquer owtro modo, o
uso de¢ sistemas de propagagdo por cultura de
tecidos.

iii)

iv)

Com base nestes pressupostos, pretendemos continuar
csia apresentagdo referindo de wma forma sucinta,
mas 14 aclual quanto pussivel, os aspectos que consideramos
mais relevanies das metodologias que hoje sao utilizadas
para a multiplicagdo in vifro de diferentes espécies
vegetais. E como consequéncia da grande diversidade
de técnicas, que resultam das especilicidades proprias
dos diferentes sislemas culturais. faremos essa apresentagio

tomando como referdncia exemplos considerados determinantes -

para as culturas extensivas, horticolas, ornamentais,
frutgiras c florestais.

4. Culturas extensivas

Comg resultado dos significativos acréscimos de
investimento que se 1&8m vindo a registar no decorrer
das duas dltimas décadas na fdrea da biotecnologia
vegetal, em particular por grandes instituigoes de
investigagdo & empresas multinacionais, também as
espéeies de produgdo extensiva e das guais depende

em grande parte a prépria alimentagio humana, quer
directa quer indircctamente, tém vindo a sofrer um
forie incremento tende em vista a sua manipulago ¢
obtencdo por métodos in vitro. Uma das razfies que
levou os investigadores a s6 recentemenie se dedicarem
ao estudo do comportamento destas espécies, quando
cm vondigbes in virro, deve-se ao facto de elas serem
tradicionalmente propagadas por sementc (a cana-
-do-agicar é excepgdo). E como ¢ sabido, a obtengio
de sementes €, scm divida, simples e extraordinariamente
baraia, pelo que as possiveis estratégias de micropropagagfio
1ém necessariamente de ser limitadas As técnicas in
vitro menos onerosas ¢ com maior capacidade de
multiplicagao. Para a maioria das ¢spécies essa metodologia
¢ a embriogénese somética.

A pergunia quc sc coloca é saber comy ests tecnologia
poderd por si s6, ou associada a outras, competir
face ao prego de produgdo de semente por via convencional.
Como atréas se referin, esta apresentagAo nfio preiende
descrever cxanstivamente todo o progresso ja feito,
pelo que vamos analisar um pouce mais em detalhe
duas culturas gque se consideram como modelo na
aplicagfo destes sistemas, a luzerna (Medicage sativa)
¢ cana-do-agucar (Saccherum sppl.

A Tugerna é uma espécie amtotetrapléide de polinizagio
cruzada, com acentuada depressao pela consaguinidade.
As culturas comerciais sdo, por isso, produzidas por
semenles obtidas de populagfes sintéticas, nas quais
centenas de diferentes gendtipos sdo cruzados a fim
dc sc obicr, apds algumas geragdes, semente certilicada.
quer pard forragem, guer para silagem. O processo
leva 3 ou mais anos, durante os quais o grau de
heterozigocidade decresce. Até a década de 70 virias
tinham sido as tentativas para estabelecer sistemas
de propagaciio vegetativa, em particular para a produgao
dc plantas mie produtoras de semente (Davies, 1971),
no entanto sem assinaldvel &xito.

A untilizagdo de sistemas de embriogénese som4tica
em luzerna, fol pela primeira vez referidas por Saundcrs
e Bingham ¢m 1972 ¢, desde entdo, tem-se registado
progressos considerdveis. Os resultados obtidos indicam
que através de selecgfo recorrents, sio possiveis de
obtcr clevados graus de regeneragdo a partir de linhas
com fraca capacidade para tal (Brown, 1988), o que
de resta nédo € maite surpreendente, dada a significativa
heterozigocidade jd referida das cultivares. Estados
recentes, vieram lambém mostrar quée ¢ possivel controlar
o sistema embricgénico via hereditariedade citopldsmica
(Walion & Brown. 1988). Com estes conhecimentos
passon a ser possivel obter linhas celulares de fraca
heterozigocidade, a partir das quais se poder4 iniciar
um processo de multiplicac@o em larga escala. Este
processo de multiplicagdo de linhas celulares soméaticas
em larga escala tornou-se possivel através da utilizagao
de bioreactores. Esias mdquinas sio desenvolvidas
pot forma a permitirem um controle simultines do
PH. oxigénic dissolvido no meio de cullura e puiros,
potencial de oxidagfo-redugo, temperatura e agitagio,
tendo também possibilidades de substitni¢fo continua
de meio. Uma vez conscpuido o sistema ideal de
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obtengdo de embrides. um sistema constituido por

géis. nutrienies € uma membrana, pode ser utilizado

. para encapsular e proteger o embrido. obtendo-se
assim. uma completa semente artificial (Fujji er al..
1988), que pode ser mantida até 4 sua plantacdo
directa no campo, onde os ensaios de avaliagio cstio
ja em fase adiantada de implementagio.

A previsdo para a utilizagao e divolgagdo comercial
destas sementes artificiais estd prevista para os préximos
5 a 10 anos. Poderdo ser, assiim, rapidamente introduzidas
no mercado novas cuoltivares obtidas pelos métodos
de melhoramento convencional ou quase de cerieza,
como resultado das técnicas de transformagdo obtidas
por engenharia genética (Shahin ¢ Kaneka, 1986).

Em relagdo & cana-do-agicar, trata-se de uma espécie
de multiplicagBo vegetativa obrigatéria; devido as
grandes dimensoes dos rebentos de multiplicagfio, as
dreas de viveiros atingem dimensdes significativas,
com todas as consequéncias que dai advém, necessidade
de mio-de-obra, tratamentos fitossanitarios, fertilizagdes
eic.. Nesta espécie os primeiros estudos foram desenvoividos
na 4rea da regeneragio de plantas por organogénese
via callus (Heinz e Mee, 1969) e recentemente, tornou-
-se também possivel a regeneracdo de plantas através
de embriogénese somatica (Ho e Vasil, 1983), com
uma estabilidade genotipica bastante significativa.

Um estudo feito pela Associagiio de Produtores de
Cana-do-Agidcar do Hawali, mostrou que a obtengfo
de plantas por micropropagagfio ¢ ainda mais cara
do que por sistemas convencionais (27 a 16% dependendo
do método utilizado). Destes custos, 90% sio atribnidos
a mao-de-obra. Mas afirmam também, que apesar do
maior custo das plantas micropropagadas, esta técnica
leva grande vantagem quando se necessita de substituir
um campo de plantas mie, o que se pode traduzir
num ganho de 2 anos.

A embriogénese somdtica associada 2 tecnologia
de sementes artificiais, parece também nesia espécie

" vir a ganhar cada vez maior consistdncia, uma vez
que, como jd foi referido, o factor mio-de-obra &
determinante nos sistemas de micropropagagiio que
fazem uso da organogénese e no caso da embriogénese
som4tica ela pode ser fortemente reduzida. Contudo,
aié a0 momcento, tal como acentece com maitas outras
monocotiledéneas, ndo existe ainda um eficiente ¢
fidvel sistema dc produgdd  de embrides somaticos
em larga escala.

5. Culturas horticolas

Para o segundo grupo de plantas que referimos,
horticolas, a utilizagdo da cultura de tecidos data
desde os classicos estudos de White (1934). Como
resultado de intensos estudos de investigagioc com
estas espécies, tém vindo a ser desenvolvidas uma
gama variada de técnicas de micropropagacéio para a
maioria das espécies com interesse econdmico neste
grupo. Muitos destes sistemas envolvem o uso de
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tecidos meristemdticos vegetativos, mas também tem
sido frequentemente referida a regencracgio de plantas
a partir de cultura de células e/ou protoplastos. Também
neste grupo e para a majoria das espécies, a utilizagéo
dos sistemas in vifro para obtengo de plantas directamente
para a predugfio, continua a nio ser competitiva face
aos métodos tradicionais de multiplicagdo. Isto deve-
-se, em parte, ao facto de a grande maioria destas
espécies serem propagadas por semente. Assim, onde
a micropropagacio de espéciecs horticolas pode, e
parece ser um dos seus aspectos mais promissores,
sofrer um forte incremento, diz respeito & sua utilizagio
como suporte da tecnologia da produgdo de sementes,
isto &, produgiio de linhas progenitoras ¢specificas
para a produgio de sementes hibridas, obtidas quer
por m¢lhoramento convencional quer por engenharia
genética, como por exemplo em tomate (Lycopersicon
esculentum), espargo (Asparagus officinaglis), pepino
(Cucumis sativus), broculos (Brassica eleracea) entre
outras (Doré, 1974; Anderson e Carstens, 1977),
para além de casos particulares onde existem grandes
dificuldades na aplicagio de métodes convencionais,
ou no caso das espécies de propagagdo vegetativa
obrigatdria, como acontece com a batata.

A manipulagfio in vitro da batateira foi iniciada
h4 ji bastante tempo, tendo como grande curiosidade
o estudo fisiolégico do processo de formagio dos
tubérculos. De facto, com a manipulagdo de constituintes
e condi¢gbes do meio de cultura, em particular de
citocininas, agicares, duragdo do periodo de luz e
temperatura, tem sido possivel a formagiio de microtubérculas
cujopeso e nimero sao varidveis segundo as variedades
¢fou-cultivares {Levy, 1985). Apesar de alguns
factores limitantes, tais como dorméncia e certa
fragilidade, estes propagulos sdo utilizdveis no
campo em plantagdes de grande densidade e com
um rendimento que se pode considerar aceitavel.
Este interesse ¢ tanto maior, pois que, por esta
metodologia é possivel garantir sanitariamente este
material de propagagdo, na medida em que sdio
eliminados os riscos de contaminagoes virais, que
assumem especial significado neste género, bem
como todas as manipulagdes durante a germinagio.
A titulo exemplificativo, uma multiplicagio in vitro
durante um dnico ano, seguida de 4 anos de multiplicagio
convencional, permite obter 10 milhdes de tubérculos
a partir de 10 tubérculos mie, ou seja 100 vezes
mais do que executando todo o processo por multiplicagio
convencional (Levy, 1985). Assim, ¢ de f4cil constatacdo
a importincia que este sistema pode assumir no
caso de se tratar de tubérculos super elite ou da
operagio de langamecnto dc uma nova cultivar,

Também neste grupo de plantas nio podemos
deixar de referir os importantes avangos que
tém vindo a ser registados na obtengéio de sementes
artificiais, via embriogénese somética e posterior
encapsulag¢do, nomeadamente em cenoura (Daucus
caroia).(Kitto e Janick, 1985), aipo (Apium graveolens)
(Redenbaugh et al., 1986), entre outras.




6. Culturas ernamentais

O grupa das ornamentais €, por exceléncia, o grupo
de plantas onde as técnicas de micropropagagio tiveram
0 maior impacto, quer sob o ponta de vista cientifico
quer s0b o ponto de vista ceondmico. Tudo isto. provavelments
como conscquiéncia do elevado vakor intringseco do produto
final por unidade. Este 8xito comegom em 1960 quando
Marel, por razdes litossanitdrias, estabeleceu culturas
de meristemas de orquideas. a fim de obter material
vegelativa isento de viroses que provocam impartantes
danos nesie géners, Como consequéncia disto foi de
imediato conslatado o enorme potencial na multiplicagao
em larga escala deste pénero que o grande valor
ceondémico lom,

Cutro factor que, eventualmente, contribufn para o
sncesse destas metodologias nas ornamentais, tem a
ver com a importincia que a oblencio de quimeras
(plantas constituidas por tecidos de duas ou mais origens,
que tw@in uma coexistdncia perfeitamente integrada,
geralmenic provocada por diferengas genéticas) assume
nestas espécies, em particular nas ornamentais folhosas,
por exemplo a Ficus benjamina “Golden King” e “Golden
Princess™, a Ficus decorag “Belgaplant”, ¢ cm péneros

“como Cordyline, Alpinia. Bougainvilieq etc., que podem
ser micropropagadas com elevado gran de manutengio
destas particularidades. Para nos apercebermos do impacto
destas técnicas na multiplicagio de ornameniais, aprescniam-
-g¢ as scguintes labelas que traduzem ¢ nomero de
planlas produzidas em cada um dos grupos que referimos
(Tahela ), bem como a sua distribui¢ho por tipos de
ornamentais (Tabela 2) ¢ por géneros (Tabela 3).

Nesle grupo de plantas é referéncia obrigatdria a
orquidea. género Cymbidinm, mals que ndo fosse por
ter sido a primcira plania a ser micropropagada sob
um ponto de vista comercial. A utilizagdo da coltura
de meristemas como sistema de propagagio clonal vinha
assim permilir nao 30 a oblengdo de plantas isentas de
virus como também a produgio em larga escala, o que
de imedialo sc rcfleciiu nos pregos. ornando cstas
cspéoics acessiveis a um maior nimero de pessoas.

E no cnianio importante referir que se @m vindo a
registar grandes abusos na aplicagio destas metodologias,
nomcadamente o ndo camprimenio das normas técnicas
de isularnento de merisiemas. o que se traduz em consequéncias,
por vezes dramaiicas para os produtores desse material
supostamenlie certificado, contribuindo assim para uma
disseminagio em larga ¢scala de um certo nimero de
doengas, pelo que. nunca & demais insistir para o
cumprimenio das npormas estabelecidas bem como a
indexagdo periddica do material vepstal produzido.

Em relagdo As flores de corte, as trés espécies
mais importanles sao o craveiro (Bianthus caryophylius),
o crisAmtemo (Crhiysanthemum morifolinm) e a gerbera
(Gerbere spp.) que sfo facilmente propagadas in
vitro e com elevadas taxas de multiplicagdo. Estudos
recentes em Franga. apresentam evid&ncias que confir-
mam as vanlagens econdmicas na producio in vitro
de craveiro, com ganhos na ordem dos 30 a 40%,

Tabaela 1 - Ndmero de plantas micrepropagodas por
agrupamente vegetal.

Apripametos vegetals Mliktes ds plantas

Ornamentais 157.436.792
Fruteiras 19.427.600
Culturgs exiensivos 2.415.500
Horticolas 1.377.825
Florestais 1.289.500

Adaptoada de Pierik, 1991.

Tobefn 2 - Ndmerc de plantos ornamentais microprepagadas
em 1988 em 18 paises europeus.

Cateyorias Milhies de plantas
Plantos de vaso 92.337.117
Fleres de corte 37.840.557
Bolbosas 13.161.960
Orquideas 5.287.990
Lenhosas arveresforbustos 3.889.2¢90
Perenes de jordim 2.976.050
Varias 1.943.528
Total 197.436.792

Adaptada de Pierik, 1991,

Tabela 3 . Géneros/espécies mais frequentemente
micropropagados.

Gimara/Expiicia n! paises ¢/ prad. >100.000 pl

Ficus
Syngonium
Spothiphylivm
Gerbera
Rosu
Philcdendron
Sainfpauiia
Nephrolepsis
Cordyline
Anthuorivm
Cymbidium

[SCR S e Wi S e S L VRN i - B ]

Adaptada de Pierik, 1991.

para além da garantia filessanitéria, comparativamente
a0s sistemas cldssicos de multiplicagdio; no entanio a
principal saida das planias micropropagadas continua
a ser o fornecimento de material de qualidade para os
propagadores convencionais. A crradicagdio de viroses,
no caso do craveiro, nem sempre necessita de termoterapia,
ja que ela é possivel através da manipulagdo do meio
de culiura, embora sempre dependente do tipo de virus,
da cultivar ¢ das 1écnicas de cultura utilizadas, continvando
a vilrificacdo a ser uma das desordens fisioldgicas
mais praocupantes qoando se utilizam sistemas in vitro
de multiplicagio (Ziv. 1990).

No caso do crisiniemo 2 sua multiplicagie em
larga escala é possivel tanto por caulogénese axilar
como adventicia e apesar das potencialidades dos
sistemas adventicios serem incomparavelmenie majores
em termos de taxas de rcgeneragdo, deve-se ter em
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conia as desvantagens desta técnica, ji que podem
induzir instabilidade genética bem como segregacio
de quimeras, 0 que poderia trazer como consequéncia
as perdas das caracteristicas morfolégicas que tornam
essas cultivares importantes sob o ponto de vista econémico.
Estcs sistemas adventicios envolvem, por isso, ajustamentos
¢ controlos rigorosos dos meios de cultura, durante
toda a fase de estabelecimente ¢ multiplicagio.

Em rclagdo & gerbera, o maior obstdculo A sua
propagacio convencional é a relativa baixa taxa de
multiplicagdo, que se traduz em valores da ordem
das 7 a 15 estacas por ano, bem como os problemas
filossanitarios (principalmente os ataques de Phytophiora
cryprogea), de tal forma que a multiplicagdo de gerbera
¢ j4, na sua quasc totalidade, f=ita por micropropagagéo.
Estas culturas sdo iniciadas a partir de meristemas
como explants iniciais retirados sem perda da planta
mZe, com uma manutengio das caracter{sticas fenotipicas
na ordem dos 100%. A principal dificuldade que
surge com esta espécie tem a ver com a procura um
pouco sazonal deste género, bem como o restrito
periodo de crescimento, 0 que exige uma criteriosa
programagao tendo como base o perfeito conhecimento
das necessidades do mercado, bem como os parimetros
da multiplicaco in vitro desta espécie. Nesse aspecto
¢ importante a manipulagdo dos meios de cultura,
em particular das citocininas, j4 que, por vezes, com
a necessidade de apmentar as taxas de multiplicagdo
aumentam-s¢ as concentragdes deste regulador de
crescimento, podendo provocar alteragdes ao nivel
do crescimento e da prépria floragiio, bem como na
qualidade geral da planta. Estes aspectos sfio tanto
mais importantes quanio na maioria das situagdes
esta diminuigiio da qualidade niio é passivel de avaliagio
durante a permanéncia in vitro das plantas, vindo-se
apenas a manifestar na fase de aclimatizagéo traduzindo-
-s¢ em reducdes drésticas na taxa de sobrevivéncia.

No grupo das ornamentais folhosas ¢ de destacar
0 género Ficus, no qual a micropropagagao teve extraordindrio
impacto, scndo nesle momento a superproducdo o
principal problema. As médias de produgdo atingem
as 10.000 microestacas por m*sendo a sua qualidade
boa ¢ de crescimento mais rdpido do que as estacas
enraizadas pelos métodos comvencionais.

Ncsla drea das ornamentajs. um importanie avango
no sentido de uma maior redugo dos custos de produgio,
tem a ver com a utilizac@o de sislemas hidrop6nicos
para crescimento das plantas micropropagadas. Estes
sistemas t&m vindo a ser utilizadus por viveiristas,
-que produziam ja plamias por hidroponia como produto
final, e que thes permite assim uma maior rentabilizagdo
dos scus equipamentos, tirando todas as vantagens
do rapido crescimento das plantas regeneradas in
vifro. para o seu comércio directo ou entdo para a
obtengio de plantas mae para a produgdo de estacas.

Neste grupo existem ainda alguns géneros para os
quais nido estdo ainda definidas as condigdes ideais
de micropropagagio, como acontece por exemplo para
o bambi, certas coniferas, para os géneros Paeonia,
Cyclamen, o mesmao se passando nas palmeiras ornamentais.
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bem como em espécies em que a exsudagiio de substancias
para 0s meios de cultura continua ainda a ser um
grave problema, como acontece com os géneros Delphinium,
Strelitzia e Phalaenopsis.
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