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A producdo de plantas pode ser realizada de forma convencional mediante
semeadura em bandejas/saquinhos plasticos ou a partir de partes vegetativas da planta.
No primeiro caso, da-se o nome de reproducdo sexuada a propagacdo
realizada via sementes. As plantas obtidas dessa forma apresentam variabilidade
genética entre si, além de longo periodo para atingir a fase produtiva. Espécies que
nao apresentam impedimentos na germinacdo ou aquelas de curto periodo juvenil
sao preferencialmente propagadas dessa maneira.

Quando a utilizacdo de sementes é dificultada, diferentes partes vegetativas da
planta, tais como caules, raizes e folhas, podem ser empregadas para a propagacao de
uma espécie, determinando assim a propagacdo assexuada, ou seja, aquela que ndo
necessita da fusdo de gametas. E esse tipo de propagacio que sera abordado neste artigo.

InUmeras espécies frutiferas e ornamentais sdo propagadas usualmente por
via assexuada. Essa forma de propagacdo permite que as plantas formadas sejam
idénticas a planta-mae, ou seja, sdo consideradas clones. Essa particularidade é muito
importante, uma vez que varios caracteres agrondmicos de interesse podem ser
mantidos nas plantas, fato que nao é observado quando a reproducao é via semente,
devido a fusao de gametas e recombinacdo de genes. A manutenc¢ao da informacdo
genética também é importante, pois, as novas plantas formadas possibilitardo a
implantacdo de uma lavoura uniforme, ja que todas as plantas sdo geneticamente
iguais. Além disso, a propagacdo assexuada encurta o periodo juvenil da planta, ou
seja, a planta apresenta reducao consideravel de tempo para inicio da produgao.
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Porém, esse tipo de propagacdo também apresenta uma acentuada limitagao
gue consiste na maior possibilidade de disseminacdo de doencas. Infelizmente, a
técnica de se propagar as plantas de forma vegetativa propicia a transmissao de
fitopatégenos, o que compromete a producdo de plantas e, consequentemente, a
instalacdo de um pomar, por exemplo. Uma vez que partes de uma planta atacada por
algum patdgeno séo utilizadas para formar novas plantas, todas as plantas formadas
também serao infestadas prejudicando a futura producao.

No Brasil, existem diversas culturas extremamente importantes como fonte de
alimento que dependem de propagacédo assexuada, como é o caso do abacaxizeiro,
bananeira, batateira e morangueiro. Todas essas espécies desenvolveram ao longo do
tempo mecanismos de producdo de novas plantas sem a necessidade da ocorréncia
de fusdo de gametas. Porém, devido a constante ocorréncia de doencas por diversos
fatores bem como ao surgimento de novas racas de patdgenos, os eventos de infeccdo
ficaram mais frequentes. Consequentemente, a producdo de mudas no campo foi
afetada, jd que essas plantas, dependentes de propagacdo assexuada, geravam
descendentes também doentes. Assim, a producdo de abacaxi, banana, batata e
morango tornava-se cada vez mais deficiente.

Mas, a pesquisa foi além e novas alternativas foram estudadas. Como seria a
propagacao assexuada dessas plantas em condicdes controladas? Dentro de um tubo
de ensaio ou qualquer outro recipiente? E o mais importante: com auséncia total de
microrganismos patogénicos? Foi a partir de questionamentos como esses que a
propagacao in vitro para essas plantas foi proposta e testada com sucesso.

A propagacdo in vitro ou micropropagac¢ao é uma técnica da area conhecida
como Cultura de Tecidos Vegetais, pertencente a grande area da Biotecnologia
Vegetal. Atualmente, possui ampla aplicagdo na agricultura, pois por meio dela
vérias espécies podem ser multiplicadas. Culturas que apresentam problemas de
germinacao, producdo deficiente de sementes e/ou dependéncia de propagacao
vegetativa podem, em muitos casos, ser propagadas por meio da micropropagagao.

Essa técnica baseia-se no fendmeno da totipoténcia celular que é a capacidade
que uma célula possui de formar uma nova planta com manutencédo da informacdo
genética e sem ocorréncia de recombinacdo de genes.

De forma resumida, o processo de micropropagacao se da por meio da coleta
de partes da planta (caule, raizes, brotos, folhas etc) que passarao por processo de
limpeza para retirada de microrganismos e posterior inoculacdo em recipientes
(tubos de ensaio, frascos) contendo um meio de cultura artificial (Figura 1). Todo o
processo ocorre em ambiente asséptico, isto €, sem contaminagdes. Essa técnica de
propagacao de plantas, além de proporcionar a producao de clones, também oferece
inUmeras outras vantagens como alta taxa de multiplicacdo em tempo relativamente
curto, producao de plantas livres de patdgenos, isto é, de alta sanidade, necessidade
de pequeno espaco fisico e condi¢ées ambientais controladas.
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Principio do cultivo in
vitro de plantas

Figura 1. Principais partes da planta utilizadas para dar inicio ao cultivo in vitro.
Foto: Renata A. L. S. Rezende.

A seguir, serdo comentados, de forma clara e sucinta, os principais aspectos
da propagacéo feita de forma convencional e in vitro de quatro culturas muito
importantes no Brasil, sendo elas abacaxi, banana, batata e morango, devido a rica
fonte alimenticia que constituem.

Abacaxizeiro

O abacaxi é uma das frutas tropicais mais apreciadas pelo consumidor brasileiro
e estrangeiro, constituindo a 62 frutifera tropical mais explorada economicamente
no mundo. Possui significativo valor nutricional devido a presenca de vitamina C e
minerais como célcio, magnésio e fésforo. A producao brasileira de abacaxi é crescente,
e em 2015 ultrapassou 3,51 milhdes de toneladas, com produtividade de 54 t/ha e
uma area colhida de 65,2 mil ha (Agrianual, 2016).

As sementes do abacaxizeiro apresentam germinacdo extremamente lenta,
ndo sendo utilizadas com propdsitos comerciais para producao de plantas em larga
escala. Assim, a principal forma de propagacao da planta é por via assexuada por meio
da utilizagao de diferentes partes da planta. A coroa do abacaxizeiro € um dos tipos de
propagulos que pode ser utilizado para produzir novas plantas, mas é menos preferido
uma vez que essa estrutura acompanha o fruto que serd comercializado para consumo
in natura. As partes mais utilizadas sdo conhecidas como filhotes e rebentdes que sdo
brotac¢des localizadas na base do fruto e brotacdes que se desenvolvem a partir de
gemas axilares no talo da planta, respectivamente.

Na producao de plantas em viveiros, o tipo de propagulo utilizado pelo viveirista
dependera de sua preferéncia e da maior ou menor disponibilidade dos propagulos.
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Em todo caso, é imprescindivel que as plantas produzidas apresentem alta qualidade
fitossanitdria, pois o sucesso da cultura do abacaxizeiro depende da qualidade da planta
utilizada no plantio, ou seja, plantas sadias favorecem producéo de frutos de qualidade
além de maiores produtividades. Entretanto, os produtores de abacaxi enfrentam um
grande problema que acomete a producao de plantas e a qualidade de seus frutos.
Trata-se da fusariose, doenca causada pelo fungo Fusarium subglutinans fsp. ananas
gue ataca toda a planta ocasionando perdas de cerca de 30 a 40% dos frutos e 20%
de plantas (Ventura et al.,, 2009). Essa doenca é tao severa que quando sua ocorréncia
é constatada na lavoura, recomenda-se eliminar todas as plantas atacadas. O controle
com fungicidas é pouco eficiente, pois, na maioria das vezes, as plantas utilizadas na
instalagdo ja estavam doentes.

Dessa forma, outra alternativa seria necessdria para que a abacaxicultura
nao fosse mais prejudicada pela ocorréncia e transmissdo dessa doenca nas plantas.
Considerando que a fusariose é a doenca mais importante do abacaxizeiro no Brasil
e se propaga basicamente por plantas contaminadas, pela técnica do cultivo in vitro
(ou micropropagacdo) todas as possibilidades de multiplicacdo desse patégeno se
tornam quase que inexistentes quando se empregam plantas sadias produzidas em
laboratério (Paula et al., 2015).

Para realizacdo da micropropagacdo do abacaxizeiro sao utilizadas as gemas
localizadas nas axilas das folhas (da coroa ou dos filhotes) de plantas-matrizes sadias.
Essas gemas sdo retiradas e passam por um processo de assepsia que consiste na
imersdo em élcool 70% durante 1 minuto, seguida de imersédo em solucdo de hipoclorito
de sédio comercial (até 2% de cloro ativo) durante 15 a 20 minutos. Esses valores podem
ser modificados dependendo da cultivar utilizada. O material, entdo, é lavado 3 vezes em
aguadestilada e autoclavada. Apds alimpeza, as gemas sao individualizadas einoculadas
em recipientes contendo meio de cultura asséptico. Esse meio ird disponibilizar nutricdo
adequada bem como 4gua, fonte de energia e horménios vegetais (reguladores
de crescimento), sendo esses Ultimos, os responsaveis por direcionar o crescimento
e desenvolvimento das gemas. Cerca de 50-60 dias apds a inoculacdo, as gemas ja
apresentam desenvolvimento uniforme com ocorréncia de novos brotos os quais serdo
individualizados e segmentados para dar origem a novas plantas. Esse processo de
multiplicacao é repetido por algumas vezes. Posteriormente, as plantas sdo transferidas
para recipientes com meio de cultura préprio para alongamento e enraizamento. Apos
emissao de raizes e alcance de aproximadamente 10 cm de altura, as plantas podem ser
retiradas dos recipientes para serem levadas para estufas ou casas-de-vegetacao onde
se adaptardo ao ambiente externo, fase conhecida como aclimatizagéo.

A utilizagdo da micropropagacao em ambito comercial ja é uma realidade na cultura
do abacaxi, pois ndo sé garante a producao de plantas em grande escala, como assegura sua
fitossanidade e qualidade genética e consequentemente maior produtividade, lucratividade
e reducdo no uso de agroquimicos. No Brasil, até o ano de 2012, ja existiam 13 biofabricas
para producao in vitro de mudas de abacaxi (Carvalho et al,, 2012).

A micropropagacao destaca-se pela producdo de elevado nimero de plantas
de abacaxi com caracteristicas homogéneas e pré-estabelecidas. Quando se compara a
producao de plantas em um mesmo espago de tempo, a cultura de tecidos mostra produgao
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de maior nimero quando comparada a propagacdo convencional. Porém, o maior requisito
para que uma cultura se mantenha industrialmente viavel é que ela apresente baixo custo de
producéo, fato que para a cultura do abacaxi ainda ndo é conseguido pela atual metodologia
invitro. Por isso, existem constantes pesquisas que buscam diminuir o custo de producéo da
cultura via micropropagacédo, método que ainda possui maior custo quando comparado a
propagacao feita no campo (Dutta et al, 2013).

Todo o processo do cultivo in vitro de abacaxi pode ser visualizado na Figura
2. Eimportante salientar que este é um esquema geral, existindo outras técnicas que
surgiram da modificacdo deste.

Gemas

Gemas individualizadas
expostas

Filhote com
axilas expostas

Esquema geral da
propagac3o in vitro do
abacaxizeiro

Filhote de
matrizes sadias

Inoculagao em
meio de cultura

Desenvolvimento in vitro

Plantas em fase de
aclimatizacgéo
Figura 2. Esquema geral da micropropagacdo de abacaxizeiro utilizando gemas axilares.
Foto: Renata A. L. S. Rezende.

Bananeira

A bananeira é uma das frutiferas mais cultivadas no mundo e o Brasil encontra-
se no ranking dos maiores produtores. Em 2015 a producao brasileira alcancou 7,15
milhdes de toneladas em uma area colhida de 497 mil ha (Agrianual, 2016). A banana
assume grande importancia para a alimentacédo basica uma vez que é rica em fonte de
energia, minerais (em especial potassio), fibras e vitaminas.

Apesar de algumas variedades produzirem sementes, considera-se a principal
forma de propagacdo da bananeira a que se da por via assexuada, pois as cultivares
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comerciais ndo possuem sementes. Na natureza, a planta produz diversas brotacdes
(chamadas de filhas e netas) a partir do rizoma, as quais sdo separadas da planta-mae e
utilizadas em novos plantios. Existem diferentes tipos de plantas as quais se diferenciam
pelo porte, tamanho e arquitetura das folhas. Esse processo, apesar de poder ser
realizado na prépria lavoura evitando assim o gasto com aquisicdo de plantas, apresenta
alguns problemas como baixa taxa de multiplicacéo, producao de plantas desuniformes
em tamanho e idade e disseminagao de pragas e doencas, comprometendo a sanidade
das novas plantas. Outras formas de propagacao ja foram testadas para a bananeira,
porém, estas ainda esbarram no problema da qualidade fitossanitaria das plantas.

Muitas das cultivares mais comercializadas atualmente sdo suscetiveis a
diversas doencas importantes como sigatoka amarela, sigatoka negra, mal-do-
Panama e moko. Isso faz com que a producao de plantas seja afetada, o bananal fique
comprometido e, consequentemente, a producao de frutos bem como sua qualidade
fiqguem reduzidos.

Para contornar esse problema, a producdo in vitro de plantas foi proposta e
mostrou-se altamente eficiente para essa cultura, de forma que, hoje em dia, muitos
dos bananais existentes foraminstalados utilizando plantas produzidas em laboratério.

Todo o processo de micropropagacdo da bananeira é mostrado na Figura 3.

D Ivi das pri
brotagtes

Apice caulinar inoculado em
meio de cultura

Esquema geral da propagacao
in vitro da bananeira

Fase de multiplicagéo de
brotagoes

Planta pronta para
plantio

E 5 4 v

Plantas em fase de aclimatizagao

Figura 3. Etapas da micropropagacéo da bananeira.
Foto: Filipe Almendagna Rodrigues e Renata Alves Lara Silva Rezende.
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Em geral, a micropropagacao da bananeira se inicia com a selecao (em campo
ou mesmo em casa-de-vegetacdo) de plantas sadias que fornecerdo o material a
ser clonado. Apds escolha das plantas, as folhas sdo cortadas e o rizoma junto com
parte do pseudocaule sdo reduzidos e levados para o laboratério. Com auxilio de
lamina de bisturi, o material ¢ novamente reduzido até atingir aproximadamente 5-6
c¢m, quando entdo é lavado em agua corrente e imerso em alcool 70% e solugao de
hipoclorito de sédio, seguido da triplice lavagem em dgua destilada e autoclavada.
Apbds a limpeza, o material segue para cdmara de fluxo onde sofrera nova reducao até
que atinja o tamanho de cerca de 2 cm de comprimento. Esse material é chamado de
apice caulinar e é a partir dele que se formara a nova planta. O apice é inoculado em
recipiente com meio de cultura adequado e, com ac¢do de horménios (reguladores de
crescimento) dara origem a novas brotagdes, as quais serao individualizadas a cada 30
dias. O material, apds ser enraizado, é aclimatizado em estufas ou casas-de-vegetacdao
para serem levadas posteriormente para o campo.

A micropropagacao tornou-se uma técnica muito utilizada para a producao
massal de plantas sadias de bananeira, visando atender com maior rapidez as
necessidadesdos produtores.Noanode 2012, somavam-se 22 biofdbricasde bananeira
no Pais (Carvalho et al., 2012). As plantas produzidas sdo mais uniformes e precoces
quanto a producao além de serem isentas de doencas. A taxa de multiplicacao, que
pode atingir até 300 novas plantas/planta-matrizem 6 meses, € muito maior quando
comparada com a propagacdo convencional que oferece apenas 30 plantas /planta
no periodo de 1 ano (Alves et al., 1999).

Batateira

A batata é uma solanacea anual de origem andina. Seu produto comercial
sdo os tubérculos que sao caules subterraneos adaptados para reserva e reproducdo.
Mundialmente, é uma cultura de destacada importancia em virtude de seus reflexos
socioecondmicos e por constituir a base da alimentacdo de milhées de pessoas.
Cultivada em mais de 125 paises, a batata é o 3° alimento mais consumido no mundo,
ficando atras somente do arroz e do trigo. A producao brasileira no ano de 2015 foi
de 3,63 milhdes de toneladas em uma area colhida de 129,3 mil ha (Agrianual, 2016).

A propagacado da batata, em escala comercial, é realizada vegetativamente,
ou seja, de forma assexuada. No entanto, esse tipo de multiplicacdo pode permitir
o acumulo de varios fungos sistémicos, bactérias e infec¢des virais, que provocam
degenerescéncia na cultura, culminando com perdas de vigor e de produtividade
(Lopes e Reifschneider, 1999). Dessa forma, torna-se imprescindivel o uso de material
propagativo indexado, livre de virus, com alta qualidade fitossanitaria, fisiologica e
genética, para garantir que a cultura expresse seu maximo potencial produtivo.

Dessa forma, o emprego do cultivo in vitro para producdo de material
propagativo sadio de batata (batata-semente) se faz necessario. Uma das formas mais
eficientes de se propagar batata in vitro é por meio do cultivo de seus meristemas
e 4pices caulinares, técnica que permite a producdo de plantas livres de virus, uma
vez que a batata é uma espécie altamente suscetivel a viroses. Esse processo se inicia
com a coleta de brotagdes oriundas de plantas-matrizes sadias. Essas brotacoes
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passam por limpeza por meio da imersao em alcool 70% seguida da imersao em
solucdo de hipoclorito de sédio 1,5% com 0,1% de Tween-80. Posteriormente, o
material é lavado trés vezes com agua destilada e autoclavada. Os meristemas sdo
retirados e inoculados em recipientes com meio de cultura especifico, sendo o meio
liquido muito utilizado. Na Figura 4 podem ser visualizadas as principais etapas do
processo de micropropagacdao de batata. Apesar da comprovada eficiéncia da
cultura de meristemas na erradicacdo de patégenos, muitas vezes faz-se necessaria a
combinagao desta técnica com tratamentos antivirais para garantir a limpeza clonal.

Cabe salientar que a utilizacdo dos produtos gerados pela pesquisa cientifica,
por parte dos diferentes elos da cadeia produtiva da batata, esta na dependéncia
direta de investimentos regulares no setor e na constante capacitacao técnica dos
profissionais envolvidos. Somente assim a bataticultura sera assistida com tecnologia
capaz de garantir lavouras altamente produtivas.

Inoculagdo em recipientes
com meio de cultura

- — —
Retirada de meristemas

Esquema geral da
propagacao in vitro da
batateira

Plantas aclimatizadas

Batata-semente destinadas Batata-semente produzida
a comercializagéo
Figura 4. Fases da producéo de batata-semente por meio do cultivo in vitro.
Foto: Multiplanta Tecnologia Vegetal.

Morangueiro

Dentre as pequenas frutas, o0 morangueiro é a espécie mais cultivada e
comercializada. A planta produz um fruto rico em minerais, vitaminas e fibras além de
compostos flavonoides que propiciam inimeros beneficios para a saide humana. No
Brasil, a producao anual de morango gira em torno de 105 mil toneladas em uma area
aproximada de 4 mil ha, estando seu cultivo concentrado nos estados de Minas Gerais,
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Rio Grande do Sul, Séo Paulo, Espirito Santo, Parang, Santa Catarina e Distrito Federal
(Reisser Jretal., 2014). O cultivo desta frutifera demanda elevado contingente de méao
de obra, apresentando substancial importancia social e econdmica, sendo geradora
de emprego e renda, principalmente para comunidades de agricultores familiares
(Antunes et al., 2007).

A propagacdo convencional do morangueiro acontece por via assexuada
mediante plantio de estoldes que sdo emitidos pela planta-mae. O estolao é um tipo
de caule que forma gemas em pontos intercalados, podendo assim ser utilizados
como novas plantas. E comum que os produtores utilizem plantas que ja produziram
frutos como fornecedoras de estoldes. Porém, as novas plantas formadas correm o
risco de estarem acometidas por doencas, uma vez que a planta-matriz ja esta no
campo a mais tempo. Isso é problematico pois 0 morangueiro é uma espécie que sofre
com ataque de diversos patégenos, notadamente os virus.

A utilizacdo de plantas sadias é um pré-requisito para obtencao de maiores
produgdes e de frutos de morango com qualidade superior. Logo, é nesse ponto que
novamente surge o cultivo in vitro visando producao de plantas livres de doencas.

Plantas-matrizes de morangueirofornecem os meristemas que, apés lavageme
assepsia, serdoinoculados em recipientes com meio de cultura ja previamente definido.
O meristema se desenvolve formando uma nova planta que, em meio de cultura
adequado, produzird novas brotagdes que serdo posteriormente individualizadas
e novamente cultivadas. Esse processo de multiplicacdo deve ser repetido por
algumas vezes para otimizar o numero final de plantas produzidas. Apds essa etapa,
as plantas passam por uma fase de enraizamento com posterior transplantio para o
meio externo ou podem ser transplantadas como microestacas, ou seja, sem raizes,
sendo que estas serao formadas ja no ambiente externo. Nesse Ultimo caso, uma das
fases no laboratoério (fase de enraizamento) é eliminada, reduzindo significativamente
0s custos com a micropropagacao. Independentemente da forma de enraizamento,
é importantissimo que sejam tomados todos os cuidados na fase final, que é a
aclimatizacdo das plantas em estufas. A transferéncia das plantas produzidas in vitro
para as novas condicdes in vivo deve ser conduzida de forma controlada e continua,
possibilitando ajuste gradativo das mesmas as novas condi¢des, de maneira a reduzir
0s estresses que podem culminar na sua morte.

Na Figura 5 podem ser observadas as etapas do processo de micropropagagao
do morangueiro.
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i & —
Planta-matriz Explantes para estabelecimento in vitro

Esquema geral da propagacao V/
in vitro do morangueiro -

Multiplicag&o e enraizamento
in vitro

Planta aclimatizada em fase
de produgéo

Figura 5. Etapas da producéo in vitro de plantas de morangueiro até a frutificacdo.
Foto: Filipe Almendagna Rodrigues.

No Brasil, foram contabilizadas 9 biofdbricas de plantas de morango,
distribuidas em vérios estados do Sul e Sudeste (Carvalho et al,, 2012). O principal
entrave para a popularizagdo dessas plantas ainda é o seu custo unitario mais elevado
quando comparado ao das plantas tradicionais. Esta é uma grande dificuldade para
agricultores familiares que ndo podem arcar com altos custos de producdo. Por
questdes estratégicas, a producdo local de plantas, por uma ou mais empresas ou
produtores especializados, deve ser incentivada principalmente para atender uma
parte da demanda (Henz, 2010).
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