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< Cultura de CTO VegetaiD

Conservacao de Micropropagacao
germoplasma (Propagacéo clonal)

1 . J

Estudos aplicados

Melhoramento genético Metabolitos secundarios
(fixacdo de gendtipos elite) Biossintese/producao
e Resisténcia a doencas, salinidade, herbicidas, ... de metabolitos secundarios

e Eliminacdo de virus (cultura de meristemas/termoterapia).
e Haploides (cultura de anteras).

e Protoplastos e hibridagdao somatica.

¢ Variabilidade genética somaclonal.

e Plantas transgénicas.
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Principios

» Possibilidade de reduzir um organismo multicelular aos seus 6rgaos,
tecidos ou células e sua utilizagdo como unidades biolégicas isoladas.

Biolégicos
» Capacidade de totipoténcia das células vegetais
» Formulacao de meios nutritivos que permitem suprir as necessidades
. metabdlicas de acordo com os modelos de diferenciagao/crescimento definidos.
Quimicos
e Fisicos

» Condicoes fisicas para manutencao, crescimento e diferenciacao.
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Marcos historicos na CTV

1838 Schleiden e Schwann levantaram a hipdtese de que toda célula tinha capacidade de gerar um individuo.

1902 Haberlandt tentou demonstrar a totipotencialidade das células das plantas, a partir de material adulto,
porém nao conseguiu divisdo celular.

1904 _Hanning foi o primeiro a cultivar embrides imaturos de cruciferas in vitro com sucesso.

1934 _White manteve o crescimento de dpices de raizes de tomate, em meio liquido, por um periodo ilimitado.

[ Neste mesmo ano, Thimann identifica a primeira hormona, a auxina, acido indol-acético. ]

1939 _Gautheret e Nobécourt estabeleceram um protocolo para a manutencao de cultura de calo de cenoura.

1952 Morel e Martin recuperaram plantas de dalia livres de Virus do Mosaico por cultura de apices caulinares.
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Marcos historicos na CTV

1954 Muir et al. obtiveram a primeira planta, a partir de uma célula isolada.

1955 Miiller et al. Identificaram a primeira citocinina, a cinetina. ]

™
r

1960 _Morel recuperou cultivares de orquideas livres de virus, mediante cultura de meristemas. ]

1962 Murashige e Skoog elaboraram o meio de cultura conhecido universalmente, denominado meio MS.]

e

1974 Reinhard iniciou estudos sobre a biotransformacao de tecidos vegetais.

1985 Horsch et al. obtiveram a infecdao e a transformacao genética de disco foliares de tabaco com Agrobacterium,
bem como a regeneracao das plantas transformadas.
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Meios de cultura

Preparados liquidos, sélidos ou semissolidos formulados especificamente
para o estabelecimento, crescimento e diferenciacao de 6rgéaos, tecidos

ou células, bem como para o seu transporte e conservacao.
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Meios de cultura

Reguladores de crescimento

Macronutrientes
Micronutrientes
\ Vitaminas
Fonte de carbono™ /
Liquidos
Semissolidos

Outros aditivos pH
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Meios de cultura

Etapas na preparacao e uso de um meio de cultura:

Formulacao

Distribuicdo

Esterilizacao

Inoculacao de material bioldgico

Incubagao / Crescimento / Diferenciagdo do material vegetal

R W=

1. Formulacao

Definicao dos diferentes constituintes do meio na respetiva concentragdo (mg L'; uM L")

Com base na literatura
De carater de investigacao

Dissolugao em liquido (agua, bases ou acidos)
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Meios de cultura

3. Esterilizacao

Eliminagcdo de toda e qualquer forma e atividade de microrganismo
existente no meio e seu recipiente

Agentes de esterilizagao:
Fisicos (temperatura, radiacao e filtracao)
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Meios de cultura

Temperatura: calor humido — autoclave (121°C; 1 atm; 15-25 min)
(meios)

calor seco - estufa (180°C; 2-3 h)
(utensilios)
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Meios de cultura

4. Inoculagao

Estabelecimento do material biolégico em contacto com o meio de cultura

Preparacao e desinfecao do material bioldgico (agentes quimicos, HipNa e Cl,Hg
Manipulagdo em condi¢cdes asséticas (camaras de fluxo laminar)
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Meios de cultura

5. Incubacao/Crescimento/Diferenciagao

Processos de crescimento e diferenciacdo do material biolégico

Condicdes fisicas de cultura: temperatura, luz (fotoperiodo e intensidade)

Outros fatores ambientais (gases) | | B ‘"’-ﬂ‘
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MICROPROPAGACAO

Propagacao in vitro

Entende-se por micropropagacao ou propagacgao in vitro, a propagacao de plantas em
meios de cultura de formulacdo definida, mantidas em ambiente artificial controlado,

utilizando contentores de plastico ou vidro, com manipulagao em condi¢cdes asséticas.

IAPTC (1985). Usage of Vertebrate, Invertebrate and Plant Cell, Tissue and Organ
Culture Terminology. Newsletter, 45:15-22.
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Vantagens

v' Propagacdo massal de plantas geneticamente idénticas (clonagem);

v" Producdo de plantas durante todo o ano;

v' Obtenc3do de plantas isentas de doencas e pragas;

v' Répida multiplicacdo de plantas para lancamento no mercado.

v' Obtenc3o de grande numero de plantas por m? com economia de espaco.

v' Ferramenta importante para a conservacdo e melhoramento genético de plantas.
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Desvantagens

v Dificuldade em encontrar formulac3o nutritiva adequada para a espécie desejada;

v Exige formacdo de pessoal especializado;

v’ Laboratério especializado com custos elevados;

v’ Plantas lenhosas, em geral, apresentam certas dificuldades para regenerac3o in vitro;

v" Reducdo da base genética (clonagem).
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MICROPROPAGACAO

J condicoes asséticas L

controlo de factores
nutritivos
hormonais
quimicos
fisicos
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Condicoes de desenvolvimento in vitro

Fonte de carbono (sacarose)

Humidade elevada (100%)

Fraca intensidade luminosa (50/150 umol m2s1)

Dificuldade nas trocas gasosas (recipientes fechados)
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Principais metodos de micropropagacdo

Meristemas (apicais e axilares)

Organogénese / adventicio (caulogénese e rizogénese)

Embriogénese somatica
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Principais metodos de micropropagacdo

Meristema \ QD
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Principais metodos de micropropagacdo

Axilar:

Processo de desenvolvimento de meristemas pré-existentes
(diferenciados (axilares) ou ndo)

menor taxa de multiplicagdo mas maior garantia de establlldade genetlca
(tx entre 3 e 6 rebentos)
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Principais metodos de micropropagacdo

Organogénese (adventicio):
Processo pelo qual células e tecidos sdo induzidos a sofrer determinadas
modificagcdes que levam a diferenciacdo de uma estrutura unipolar.

Direta: diferenciacdo de meristemas adventicios diretamente a partir de
células ou tecidos do explante;
Indireta: diferenciacdo de meristemas adventicios a partir de calos

maior taxa de multiplicagcdo mas menor garantia de estabilidade genética
(tx entre 6 até dezenas de rebentos)
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Principais metodos de micropropagacdo

Embriogénese somatica:
Diferenciacdo de células somaticas em estruturas bipolares, com um polo
radicular e um polo caulinar.

Maxima taxa de multiplicacdo mas menor garantia de estabilidade genética
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Fases da micropropagagdo

Murashige, T. (1974). Plant propagation through tissue culture. Ann. Rev. Plant Phys., 25:135-166.

PLANT PROPAGATION #7565
THROUGH TISSUE CULTURES'

Toshio Murashige
Department of Plant Sciences, University of California, Riverside, California 92502

CONTENTS
THEBORCHEDS: 5 5 s s aaw s e cobauded ¥a S b ¥ o s SV A S TR R TS A A A (PR E AN s G el ey o8 138
STAGES OF THE TISSUE CULTURE METHOD 138
Stage I Establishment of the Aseptic Culture - ... ... ..
Stage II: Multiplication of Propagul® .. ..............c.oooviaiicinuniunnan.
Stage 111 Preparation for Reestablishment of Plants in Soil . .................. 140
Fase |: Estabelecimento de culturas asséticas
Fase ll: Propagacao dos rebentos
Fase lll: Preparacao para reestabelecer as plantas no solo
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Fases da micropropagacgdo

Debergh, P.C.; Maene, L. (1981). A scheme for commercial propagation of ornamental plants by tissue
culture. Sci. Hort., 14:335-345.

Stock plants are grown under controlled conditions prior to in vitro culture in order to obtain healthier
explants and uniform response (stage 0). After the establishment of aseptic cultures (stage I), buds are
propagated (stage Il), and are then prepared to harvest uniform cuttings (stage Illa). Those cuttings are
rooted under in vivo conditions (stage I1b).

Fase 0: Preparacao das plantas mae stock para obtencédo de explantes primarios

saudaveis
Fase |: Estabelecimento de culturas asséticas
Fase ll: Propagacao dos rebentos

Fase llla: Preparagao dos rebentos para enraizar
Fase llIb: Enraizamento dos rebentos in vivo
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Fases da micropropagacéo

Fase 0 - Selecao da planta mae e preparacao do explante
Fase 1 - Estabelecimento em cultura assética
Fase 2 - Multiplicacao

Fase 3/4 — Enraizamento / Transplante e aclimatizacao

JCG, Coimbra, 11 julho 22
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Fase 1 - Estabelecimento Fase 2 - Multiplicacao

%

ex vitro

Estacaria {  Fase 3/4 - Enraizamento
\ / Aclimatizagao

Crescimento em
ambiente natural §

in vitro
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Fases da micropropagacgdo

Fase 0_Selecao da planta mae e preparacao do explante

Envolve todos os processos de manipulacao do material vegetal, desde a recolha até ao
estabelecimento in vitro, incluindo os pré-tratamentos do material vegetal e sistemas de desinfecéo.

Fatores a controlar:
Caracteristicas genotipicas
Idade e estado fisioldgico da planta mae
Idade e posicao do tecido ou 6rgao na planta

JCG, Coimbra, 11 julho 22
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Fase 0_Selecao da planta mae e preparacao do explante
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Fase 1_Estabelecimento em cultura assética

Passagem por agua corrente (10 a 20 min)

Passagem por alcool a 70% durante 30 s a 2 min

(cdmara de fluxo laminar)

Imersado em fungicida durante 10 a 20 min

NaOCI em concentragdes de 1:2 a 1:4 e tempos de 10 a 20 min
Cl,Hg em concentracdes de 0,1 a 0,01% em tempos de 1 a 3 min

3 a 4 passagem por agua destilada e esterilizada

I—I o CENTRO DE
(5 CERNAS i f ECOLOGIA - JCG, Coimbra, 11 julho 22

F BIOTECNOLOGIA - Geritro de Estlicio
DE PLANTAS de Recursos 0% FUNCIONAL
Fscols Superior Agrin, ERIO r AmmemeeSocledode




Fase 1_Estabelecimento em cultura assética

Inclui o isolamento do explante e a sua colocagdo em condi¢cdes asséticas no meio de cultura.

Fatores a controlar:
Contaminacéao das culturas por agentes patogénicos
Inibicdo do crescimento por fendis e polifendis
Formulacdo nutritiva / Reguladores de crescimento
Condicdes f|S|cas de cultura
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Fase 2_Multiplicacao

De acordo com a metodologia utilizada o principal objetivo € conseguir propagar sem perda
de estabilidade genética

Fatores a controlar:
Caracteristicas genotipicas
Formulacéo nutritiva / Reguladores de crescimento
Condigoes de cultura

U‘ vel CENTRO DE
ontro de Estudos i { ECOLOGIA i ;
’< S e S | oM AL JCG, Coimbra, 11 julho 22

Instituto Poliécnico de Castelo Branco
Escola Superior Agraria




Castanheiro

de Recursos Naturdis, FUNCIONAL

Ambiente e Sociedade

® | | CENTRO DE ] ]
0 %mo ) PERNAS X ECOLOGIA : JCG, Coimbra, 11 julho 22
© o \US B Eqoren "f S ,

v
Escola Superior Agraria DA BEIRA INTERIOR




Cana de acucar
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Biorreatores:

Utilizagéo na multiplicacao de plantas

Sistemas de micropropagacao em meio agarizado (semissélido)

Vantagens
v" Permite um excelente meio de sustentacido dos explantes/rebentos
v' Em caso de contaminacao, a perda de explantes é reduzida

v" Os mecanismos de hiperhidricidade sao pouco frequentes

Desvantagens
v Taxas de multiplicagao relativamente baixas
v Preparacao de meios bastante demorada (dissolugdo do agar)

v Aumenta os custos de méao de obra

v" Necessidade de maiores areas nas camaras de cultura
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Biorreatores:

Utilizagéo na multiplicacao de plantas

Equipamentos que permitem manter estruturas bioldgicas em atividade com controlo automatizado

de fatores nutricionais, fisicos e quimicos indispensaveis ao bom funcionamento celular.
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Biorreatores:

Utiliza(;éo na multiplicacao de plantas

Vantagens
Aumento do numero de explantes por area de prateleira
Melhor controlo das condi¢des da cultura
Fornecimento 6timo de nutriente/bioregulador
Automacéao do processo

Facilidade na mudanca e adequagao do meio

Desvantagens
Risco de hiperhidricidade nos explantes

Variagédo do tamanho da plantula

Contaminagao microbiana

Recalcitrancia de algumas espécies

N
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Biorreatores:

Utilizagéo na multiplicacao de plantas

Redugdo na Mao-de-Obra

Menos tempo de preparagao do meio
Reducao do numero de frascos
Redugéao da frequéncia de repicagens

Menor tempo de etiquetagem

Maior seguranca quanto a assepsia

Reducgao nos Gastos de Energia

Reduz esterilizagdo em autoclave

Esterilizacdo de meios por filtracdo, quimica

Maior quantidade de plantas por area na sala de cultura

Maior flexibilidade de produgao

Menor custo de produgao
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Biorreatores:

Utilizagéo na multiplicacao de plantas

Biorreator

Arejamento por agitador
“aeration agitation”

Tambor rotatério
“roller drum”

Filtro rotatdrio
“spin filter”

Borbulhamento
“air driven”

Levantamento de ar
“air lift”

Fase gasosa
“gaseous phase”

Arejamento por membrana porosa
“permeable membrane aerator”

Sobre-arejamento
“overlay aeration”

Agitacao por hélices em eixo giratorio

Movimento leve e rotacional em dois eixos

Filtro conectado ao eixo central por
membrana.

Borbulhamento de ar no fundo do frasco.

Borbulhamento de ar dentro de tubo
vertical

Meio cultura pulverizado sobre o explante

Arejamento via canalizacao porosa em
espiral

Arejamento via ventilacao forcada sobre o
meio

Cultivo celular e embrides somaticos
Cultivo de embrides e rebentos
Cultivo de embrides somaticos
Multiplicacao de gemas e alongamento

de rebentos

Multiplicacao de gemas e alongamento
de rebentos

Cultivo de células, tecidos e orgaos

Cultivo de tecidos e 6rgaos

Cultivo de células e tecidos

Imersao temporaria
“temporary imersion”

Meio em contacto com o explante por
tempo controlado

Multiplicacao de gemas e alongamento
de rebentos; enraizamento e
aclimatizacao
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Biorreatores:

Utilizagéo na multiplicacao de plantas

Imersao Continua vs Imersao Temporaria

Imersao Continua:

» Complexos, do ponto de vista da montagem e funcionamento

» Nao sao versateis no seu uso

» De dificil manipulacao, durante as fases de carga, descarga e troca de meio

» Material vegetal mais sujeito a hiperhidricidade

Imersao Temporaria:

» Mais simples, do ponto de vista da montagem e funcionamento

» Mais versateis no seu uso

» Os processos de carga, descarga e troca de meio podem ser todos automatizados

» Material vegetal menos sujeito a hiperhidricidade

JCG, Coimbra, 11 julho 22
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Biorreatores:

Utilizagéo na multiplicacao de plantas

Biorreatores de Imersao Temporaria(! (BIT)
RITA — Récipient d’'Immersion Temporaire Automatisé

TRI — Temporary Root Immersion

RITA @

Imersdo da parte aérea Imersao da parte radicular
Cultivo heterotréfico Cultivo autotroéfico

Baixo risco contaminacao Auséncia de contaminacao
Ideal para multiplicacao Ideal para

enraizamento/aclimatizacdo

Baixa hiperhidricidade Auséncia de hiperhidricidade

T Vavdasolendide  <-FitroAr ¥ Bomba

Bombag f

Entrada de ar ®
enriquecido l
com CO2 Temporizador
via bomba e filtro

| Saida de ar

“

——— Atmosfera
da cultura

L Camara de cultura

Bandej
com tubetes

4 Tubos

v dofluxo dear

—— Tubo acesso

4 Solugao nutritiva

Reservatério
de nutrientes

Camara
de distribuig@o de ar
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Biorreatores:

Utilizagéo na multiplicacao de plantas
https://setis-systems.be/home P

M' SETIS” Poweredby | gvervit

http://www.vervit.be/home

@vervit co il Compressed
. quality air ! |

—F e A _eroroeoe

e 1 ';.k 1 i Open (Exhaust) é —
L s s 4 A
i Control Point i e clolelolelodele
—VVVVVVUT
[G3 ECH ECH KGR EGH KGR EGA K6
VVVVVIVUU
[GH ECH EGH EGH EGH KGR E6A K6]

CENTRO DE . .

R SO onocia ke i {  EooLocia 2 ghie JCG, Coimbra, 11 julho 22

PE PLA‘\NTAS
DA BEIRA INTE


https://setis-systems.be/home
http://www.vervit.be/home

Biorreatores:

Utilizagéo na multiplicacao de plantas

SETIS™ bioreactor phases

— Pressured air

——-p Flow direction of growth
media and air within the system

VERMIT © 2014 ANl Rights Re:

1 CERNAS

%mo -
K DE BIOTECNOLOGIA L) Centro de Estudos
DE PLANTAS = de Recursos Naturais,
DA \ ~

\ BEIRA INTERIOR Ambiente e Sociedade

CENTRO DE
ECOLOGIA

FUNCIONAL

JCG, Coimbra, 11 julho 22



Fase 3_Enraizamento

Consiste na formacéo de raizes adventicias, quer in vitro quer in vivo, podendo haver
necessidade de uma fase prévia de alongamento dos rebentos obtidos na fase 2.
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Metodologias de enraizamento

A Indugao Expressao

Auxina no meio > meio ¢/ ou s/ auxina
Aclimatizacao
Auxina por imersao >  substrato
i
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Inducao

Em condigdes asséticas In vitro :> Com auxina no meio [ 1 mgl' a 50 mgl'] - (7 a 1 dia)
Imersao [1 gl a3 g -(2°a 30”)
Em condigdes n&o asséticas Ex vitro :> Com auxina no me_io [25a 50 mgi'] - (2 a 1 dia)
Imersao [1g-'a3g-] -(2°a30”)

Figura 2.4. Si de indugdo radicular. (A) Indugao com AIB 3 mgl” no meio de cultura
durante 5 dias. (B) Indugéo por imersdo basal dos rebentos numa solugdo de AIB 1 gl
durante 1 minuto. A barra representa 1 cm
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Expressao

In vitro :> Em meio c/ ou s/ auxina (3/4/5 semanas)

Ex vitro |::> Em substrato (3/4/5 semanas)
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Figura 3.2. Aspecto de rebentos de castanheiro no final da fase de enraizamento.
(A) Rebentos com expressdo e desenvolvimento radicular in vitro. (B) Rebentos com expressdo
e desenvolvimento radicular ex vitro. A barra representa 1 cm.
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Fase 4_Aclimatizacao

Processo de adaptacao gradual das microplantas as condicdes ambientais naturais de
luz, humidade e temperatura.

Fatores fisioldgicos: (plantas regeneradas em ambiente artificial)

» necrose apical (metabolismo das citocininas)
» nao ha controlo nas trocas gasosas (estomas pouco funcionais)
> taxas de fotossintese muito baixas (aparelho fotossintético muito deficiente)

» absorcao radicular incipiente (sistema radicular em inicio de funcionamento)
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Figura 4.25. Variagdo da perda de dgua determinada em discos em folhas persistentes (fP), folha dois (f2) e folha
trés (f3) de plantas de castanheiro com enraizamento ex vitro no final da aclimatizagdo a 150 pmol m2 st de

irradiancia e em folhas de plantas de campo micropropagadas (fC).
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Figura 4.37. Curvas de resposta a irradiancia da taxa de libertagdo de O,, medida a 25 2C e CO; saturante, em discos foliares dos diferentes

tipos de folhas analisadas (fP, f2 e f3), de plantas de castanheiro com enraizamento ex vitro e aclimatizadas a 250 umol m2 s

semanas de aclimatizagdo. Os valores representam média * erro padrdo de trés repetigdes.
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Fase 4_Aclimatizacao

Humidade (diminuicdo gradual de 90/95% para 50% HR)
Luz (aumento gradual até 250/500/1000 umol m? s1)

Controlo sanitario

Desenvolve-se em estufas ou tuneis de aclimatizacdao com humidade controlada
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Condicdes de enraizamento ex vitro / aclimatizagao
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Pomar de
castanheiros
no 12 ano de
enxertia

Pomar de
medronheiros
no 22 ano de
plantacao
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CENTRO

DE BIOTECNOLOGIA
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Financiado pelo Programa Mais Centro

EIXO 1 - Competitividade, Inovacao e Conhecimento

Operacao: CENTRO-07-CT62-FEDER-005002

Requalificacao de edificio
Equipamento laboratorio
Equipamento de campo
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http://www.maiscentro.qren.pt/index.php?accao=projectos_eixos&id=30&m=m7&s=s1

CENTRO

DE BIOTECNOLOGIA
DE PLANTAS

DA BEIRA INTERIOR

Missao:

Criar conhecimento e valorizar a investiga¢do na drea da biotecnologia das
plantas associada aos setores produtivos da fileira agricola, florestal e das

plantas aromadticas e medicinais.
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Objetivos:

@ Desenvolver conhecimento ligado a biotecnologia das plantas e promover a
sua utilizagdo como fator de promocgao da atividade econémica

&9 Estabelecer parcerias e fornecer produtos e servigos que possibilitem a criagdo e
o crescimento de empresas ligadas aos setores produtivos das fileiras agricola,
florestal e das plantas aromdticas e medicinais

¢ Disponibilizar infraestruturas, tecnologia e apoio a empresas start-up e spin-off

Colaborar com instituicdes de 1&D nacionais e internacionais no desenvolvimento
de projetos
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O que fazemos?

Bioprospecaio
» Privilegiando a flora autdctone fazemos bioprospecdo de metabolitos

secunddrios com bioatividade (extraimos, identificamos e caracterizamos)

Biodiversidade
> ldentificamos, caracterizamos, multiplicamos e conservamos espécies,

variedades e cultivares
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Organizacao técnico-cientifica
» Conselho Cientifico constituido por todos os investigadores seniores

» Coordenadores das Areas Laboratoriais
» Fitoquimica
» Biologia Molecular
» Micropropagacao
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Anélises de cromatografia (com GC, FID e MS)

Anilises de espetroscopia de infravermelho (com FTIR, NIR e RAMAN)

Biologia molecular:

Andlise de fragmentos em sequenciagh

Multiplicacao de plantas:

Micropropagacao por sistemas semisélidg
Biorreatores de Imersao Tempordria
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Projetos
Producao Cientifica 1
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Muito obrigado.

José Carlos Gongalves
Escola Superior Agraria de Castelo Branco

jcgoncalves@ipchb.pt
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