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O presente projeto foi desenvolvido
com o objetivo de capacitar alunos de
Ciéncias Biologicas na éarea de
Biotecnologia Vegetal,
especificamente na técnica de
micropropagacdo, que consiste na
propagacdo clonal de um gendtipo
selecionado. A proposta tem sido
desenvolvida h4 mais de 10 anos no
Laboratério de Biotecnologia de
Plantas (Labplan). O laboratério atua
em diversas linhas de pesquisa na
area de Biotecnologia Vegetal, com
destaque para a propagacdo e
conservagdo in vitro de plantas e a
producdo de metabdlitos secundarios
de interesse medicinal. A
micropropagacao é uma das principais
técnicas de cultura de tecidos vegetais
e viabiliza a producéo de plantas em

Introducéo

O Laboratério de Biotecnologia de
(Labplan),
Departamento de Biologia Vegetal (DBV),

Plantas pertencente  ao
foi criado em 1989, sendo o primeiro

laboratorio a trabalhar com o tema
Biotecnologia vegetal na Universidade do
(UERJ).

Nlcleo de

Estado do Rio de Janeiro
Atualmente, integra o0

Biotecnologia Vegetal (NBV), um grupo de

larga escala, em espac¢o reduzido e
sem influéncias ambientais,
permitindo o fornecimento continuo de
material  botanico para estudos
fisiologicos, biotecnol6gicos e
fitoquimicos. Os alunos sao treinados
em manipulacbes assépticas e na
rotina laboratorial com metodologia
variada, consolidando experiéncia
para futuras atividades profissionais.
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Labplan, e teve ampliacdo de suas atividades por meio de outros projetos de Estagio
Interno  Complementar (EIC), contemplando outras linhas de pesquisa em
Biotecnologia Vegetal e expandindo o campo de atuacdo dos alunos de biologia
nessa area. Dessa forma, além da linha de micropropagacéo, o bolsista de EIC tem
acesso as metodologias de producéo in vitro de substancias bioativas e métodos de
conservacgao vegetal in vitro, com importantes contribuicées nos projetos de alunos
de iniciacao cientifica e de pos-graduacao. Além disso, a capacitacdo de estudantes
nas metodologias de cultura de tecidos vegetais de espécies de interesse medicinal
contribui no desenvolvimento profissional em uma area que se torna cada vez mais

promissora para a conservacao da biodiversidade e descoberta de novos farmacos.
Fundamentacdao tedrica

A cultura de tecidos vegetais é um conjunto de metodologias de cultivo in vitro
de células, tecidos e o6rgdos vegetais, em condicBes nutricionais e ambientais
controladas, com objetivos especificos (HUSSAIN et al.,, 2012). Nessas técnicas,
pequenos fragmentos de plantas, denominados explantes, sdo isolados de um
vegetal, desinfestados e cultivados assepticamente em meio de cultura apropriado.
Essas técnicas sao possiveis devido a totipoténcia, capacidade apresentada pelas
células vegetais, que podem ser induzidas a voltar ao estado meristeméatico e
redefinir seu padréo de diferenciacéo celular, viabilizando, desta forma, a formacao
de novos 6rgaos ou de uma planta completa (TERMIGNONI, 2005).

A cultura in vitro apresenta diversas aplicacdbes em nivel pratico como
multiplicacdo de plantas em larga escala, eliminacdo de virus, melhoramento
genético, conservacdo de germoplasma e producdo de metabdlitos secundarios
(SATHYANARAYANA; VARGHESE, 2007; THORPE, 2012). A producdo de
substancias de interesse medicinal tem sido obtida em culturas de 6rgéaos ou de
células in vitro. Muitas pesquisas tém sido realizadas com plantas de interesse
medicinal produzidas por métodos da cultura de tecidos, com investigacdo
comparada dos materiais produzidos in vivo e in vitro (ALBARELLO et al., 2013).

Os diferentes usos da cultura in vitro deve-se ao fato de a célula ou o tecido

vegetal poder responder diferentemente, quando submetida (0) a variadas condi¢des
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fisicas e quimicas de cultivo. O crescimento e o padrdo de desenvolvimento, na
maioria dos sistemas de cultura de tecidos, sao influenciados principalmente pela
suplementacdo hormonal ao meio de cultura, que desempenha papel fundamental
sobre a resposta inicial do explante. Os principais reguladores de crescimento
utilizados em cultura de tecidos vegetais sdo as auxinas e as citocininas (CALDAS et
al., 1998; HUSSAIN et al., 2012).

Dentre as varias aplicacbes da cultura de tecidos vegetais, encontra-se a
propagacdo vegetativa in vitro, denominada micropropagacgdo, que consiste na
propagacdo clonal de um genotipo selecionado (GUERRA; NODARI, 2006). Esta
rapida producdo de plantas em larga escala, em espac¢o reduzido, sem influéncia
sazonal, constitui uma importante ferramenta para o fornecimento de material
botanico de maneira continua para estudos fisiologicos, biotecnoldgicos e
fitoquimicos. Essa técnica beneficia a producdo de plantas de interesse, em escala
comercial, com aplicacdo na agricultura (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), no
comércio de espécies ornamentais (SOUZA et al., 1995), no reflorestamento de
areas degradadas e no reforco de populacdes (FERMINO-JUNIOR, et al., 2009). A
micropropagacdo permite, ainda, a obtencdo de plantas livres de patdgenos
(GUERRA; NODARI, 2006), o transporte internacional ou regional de germoplasma
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998) e a conservacdo de genotipos produtores de
substancias bioativas (FRANCA, 2004). A micropropagacdo pode ser alcancada,
dependendo do material inicial e da resposta morfogenética, através da proliferacéo
de meristemas pré-existentes, da inducédo de gemas adventicias (organogénese) ou
da formacao de embrides soméaticos (embriogénese). Tanto a organogénese quanto
a embriogénese podem ocorrer de maneira direta ou indireta. A via direta envolve a
inducdo de gemas adventicias diretamente nos explantes cultivados em meio de
cultura. Na via indireta, ocorre inicialmente uma desdiferenciacdo celular, formando
calos, que sao definidos como uma proliferacdo de células de forma desordenada, e
posteriormente, uma rediferenciacdo celular, originando tecidos (GEORGE et al.,
2008).

O presente projeto tem por objetivo o treinamento e a capacitacao de alunos de
Ciéncias Biologicas da UERJ em metodologias na area de Biotecnologia Vegetal

com énfase na cultura de tecidos vegetais e nas técnicas de micropropagacao.
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Proposta metodolégica

O uso das técnicas de cultura de tecidos vegetais necessita de alguns
requisitos como o investimento em instalacbes laboratoriais e treinamento de
pessoal (HANDRO; FLOH, 1998). Um laboratério de cultura de tecidos vegetais
precisa de diferentes ambientes (Figura 1), com instalagfes e distribuicdo de suas
dependéncias que permitam uma boa circulacdo e locais para as operacdes
essencialmente assépticas (TERMIGNONI, 2005). E necessario o treinamento em
manipulacbes assépticas em camara de fluxo laminar (Figura 2A) e o dominio de
equipamentos de esterilizacdo, como autoclave e estufa (Figura 2B), além daqueles
relacionados ao preparo de meios de cultura e solucdes nutritivas, como balanca,
pHmetro, placa aquecedora e agitadora, destilador, deionizador, etc (Figuras 2C, 2D,
2E).

Os estudos atualmente realizados no Labplan envolvem a propagacéo in vitro de
espécies vegetais produtoras de metabdlitos de interesse medicinal, com destaque
para as espécies Annona mucosa Jacq., Cleome dendroides Schult. & Schult. f., C.
rosea Vahl., C. spinosa Jacg., Hovenia dulcis Thunb., Kalanchoe pinnata Lam.,

Mezilaurus navalium (Allemdo) Taub. ex Mez, Pereskia aculeata Mill.,, Ruta
graveolens L. e Schwartzia brasiliensis (Choisy) Bedell ex Gir.-Cafias.
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Figura 1. Esquema da organizacéo estrutural do Laboratério de Biotecnologia de
Plantas (Labplan) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).
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Figura 2: Treinamento de bolsistas de Estagio Interno Complementar da UERJ nas
técnicas de cultura de tecidos vegetais desenvolvidas no Labplan.

Usualmente, os estudos de estabelecimento in vitro tém inicio com a coleta das
plantas matrizes a campo. Sementes ou 6rgdos vegetais sdo descontaminados,
frequentemente em solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCI), seguindo-se lavagem
em agua destilada estéril. Para os ensaios de germinagdo sob condi¢fes in vivo, a
semeadura é feita em caixas tipo Gerbox, em diferentes substratos (vermiculita,
areia, papel etc). Para a germinagdo in vitro, as sementes sao inoculadas sob
condicdes assépticas em meio de cultura, como o MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962). Explantes obtidos a partir das plantulas desenvolvidas in vitro ou de 6rgéaos
vegetais coletados a campo sdo inoculados em meios de cultura (sélidos ou
liguidos) suplementados com diferentes combinacbes de reguladores de
crescimento, principalmente citocininas e auxinas, para promover a organogénese in
vitro. Os frascos sdo mantidos em sala de crescimento, sob condi¢cdes controladas
de temperatura (26+2°C), luminosidade (45 umol m?s™) e fotoperiodo (16h). As
culturas in vitro constituem um banco de germoplasma, o qual serve de fonte de
material botanico para futuros estudos biotecnolégicos, fitoquimicos e
farmacoldgicos. As etapas de alongamento e enraizamento de brotos obtidos in vitro

sao alcancadas pela inoculacdo desses materiais em meio de cultura desprovido de
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suplementacdo hormonal (meio MS0O) ou suplementado com auxinas, dependendo
da espécie vegetal em estudo. Posteriormente, as plantas produzidas in vitro séo
transferidas para recipientes contendo uma mistura de substratos e mantidas sob
condi¢gbes ex vitro, com gradual redugcéo da porcentagem de umidade do ar. Esta
etapa é realizada no telado do NBV, situado no 6° andar do Pavilhdo Haroldo Lisboa
da Cunha (PHLC) da UERJ e compreende a aclimatizacdo. Este processo consiste
na adaptacao das plantas produzidas in vitro as condicdes ambientais.

Resultados

Até o momento tém sido estabelecidos eficientes protocolos de germinacao

tanto in vivo quanto in vitro para as diferentes espécies em estudo (Figura 3).

Figura 3: Germinacéo in vivo de C. dendroides em vermiculita (A) e germinacéo in
vitro de P. aculeata em meio MSO ao longo de sete semanas (B). Barras:1 cm.

A partir das plantas obtidas por germinagdo, sdo isolados diferentes tipos de
explantes, de regides como hipocotilo, epicétilo, folha, peciolo, raiz. Estes
segmentos sao inoculados em meio de cultura de formulacdo basica pré-definida
(Figura 4A), suplementado com reguladores de crescimento, isolados ou em
combinacdo, induzindo a formacdo de gemas e proliferagdo de brotos via
organogénese direta e indireta (Figura 4B).

Para a maioria das espécies em estudo, as sucessivas subculturas dos brotos
tem propiciado um aumento gradativo na frequéncia de proliferacdo e no namero
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meédio de brotos (Figura 4C), viabilizando a manutencdo de estoques de plantas in

vitro (Figura 4E).

As etapas de alongamento e enraizamento in vitro dos brotos tém sido
alcancadas satisfatoriamente (Figura 4D), sendo o processo finalizado com a
aclimatizacao (Figura 4F). As metodologias empregadas mostraram-se adequadas

para producao de plantas in vitro e de mudas.

Figura 4: Etapas da micropropagacdo: A - explantes caulinares de C. rosea
inoculados em meio MS contendo a citocinina BA; B - producdo de brotos de C.
rosea por organogénese direta (O.D.) e indireta (O.l.); C - multiplicacdo de C.
spinosa em meio MS com BA e a auxina AlA; D - alongamento e enraizamento (R) in
vitro de H. dulcis; E - estoque de plantas in vitro de S. brasiliensis; F - plantas
aclimatizadas e mantidas em telado. Barras: 1 cm.

Considerac0es finais

O projeto “Micropropagacéo de Plantas Medicinais” tem alcancado sucesso no
treinamento de estudantes de graduacdo do Curso de Ciéncias Biologicas da UERJ,
viabilizando a insercdo dos bolsistas de EIC em diferentes linhas de pesquisa,

cumprindo a proposta de capacitacgdo na area de biotecnologia vegetal.
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Adicionalmente, os protocolos de micropropagacao desenvolvidos no Labplan tém
apresentado éxito na producao de plantas em larga escala das espécies estudadas.

Agradecimentos: A FAPERJ e a equipe do Labplan, especialmente & Débora de
Aguiar Lage e Graziela da Silva Mello pelas fotos cedidas de P. aculeata e S.
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