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RESUMO

Este trabalho visou desenvolver uma metodologia de clonagem combinando as técnicas de
estaquia e em in vitro realizada em laboratorio. A técnica por estaquia utiliza elevadas
concentracdes de substancias reguladoras de enraizamento e dificulta 0 acompanhamento
visual do desenvolvimento radicular por ser inserida diretamente no solo. A técnica in vitro
demanda laboratorios e operacOes sofisticadas. Ambas as tecnologias disponiveis sdo de
elevado custo. Assim, objetivou-se estudar uma nova metodologia que ndo demandasse
laboratdrios sofisticados nem custos elevados e que permitisse um bom acompanhamento
visual dos estudos. Para reduzir custos com insumos foi empregado vitamina B1 (Cloridrato
de Tiamina) como substancia reguladora de enraizamento misturada a uma solugdo de macro
e micronutrientes em concentracfes otimizadas para o desenvolvimento das plantas. Sobre a
solucdo de nutrientes foram adicionados 0,8% de Agar para formacdo de uma camada de
nutrientes em gel onde foram acondicionadas estaquias da espécie Callianthe striata (Dicks.
ex Lindl.) Donnel (Malvaceae) para realizacdo dos experimentos. Esta espécie € conhecida
como lanterna chinesa e € muito utilizada em jardinagem. Apds 30 dias de clonagem
observou-se germinacdo em torno de 40 a 50% das estaquias com aparecimento de folhas e
raizes. As plantas com melhor desenvolvimento foram transferidas para vasos com substratos
nutrientes. Decorridos dois anos pdde-se observar plantas sadias com producdo de flores
similares a matriz. Esta nova técnica de clonagem apresenta custo muito baixo, sem exigir
laboratdrios sofisticado e € de facil operacéo.

Palavras-chave: clonagem de planta, estaquia in vitro, vitamina B1.

DEVELOPMENT OF PLANT CLONING TECHNIQUE BY IN VITRO STARTING
PROCESS USING VITAMIN B1 AS AROOTING REGULATOR

ABSTRACT

This work aimed to develop a cloning methodology combining cutting and in vitro
reproduction techniques performed in laboratories. The cutting technique uses high
concentrations of rooting regulator substances and it is difficult to visualize root development
because it is inserted directly into the soil. In vitro technique demands sophisticated
laboratory infrastructure and operations. Because of that, both technologies are quite
expensive. Thus, the objective was to study a new methodology that did not require
sophisticated laboratory infrastructure or elevated costs, and allowed great visual monitoring
of the studies and had a good reproduction effectiveness. For reduce input costs, vitamin B1
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(Thiamine Hydrochloride) was used as a regulator substance and it was mixed with a solution
of macro and micronutrients at concentrations optimized for the plant development. On the
culture substrate, was added 0.8% of Agar to form a layer of nutrients in gel where were
added stains of the species Callianthe striata (Dicks. ex Lindl.) Donnel (Malvaceae) were
conditioned for the accomplishment of the experiments. After 30 days of cloning germination,
was observed around 40 to 50% of the stains with the appearance of leaves and roots. The
plants with better root and leaf development were transferred to pots with nutrient substrates
in order to evaluate the evolution of reproduction. After two years, it was possible to observe
healthy plants with similar flowering rates to the matrix. This new cloning technique is
deemed low cost, without requiring sophisticated laboratory infrastructure and is easy to

operate.

Keywords: plants cloning, cutting technique in vitro, vitamin B1.

INTRODUCAO

A clonagem significa uma réplica de
genes ou de células obtidas através de
algumas técnicas de duplicacdo. Os
individuos que resultam da clonagem tém
as mesmas caracteristicas genéticas do
original e sdo chamados de clone
(Ambrosano et al., 2012).

Quando se fala em clonar plantas na
verdade significa realizar uma reproducao
sem o0 plantio de sementes, gerando
espécies geneticamente idénticas, isto
acontece porque nas plantas, a maioria das
celulas funciona como uma célula tronco,
sendo capaz de se reproduzir e gerar uma
nova planta com genética idéntica a
original (Yamasaki, 2015).

A ideia de cultivar células isoladas
de plantas surgiu em 1902 com Gottlieb
Haberlandt, um ilustre botanico aleméo,
como uma estratégia capaz de materializar
0s conceitos embutidos na teoria celular
proposta por Schwann e Shleider por volta
de 1839. Esta teoria conceituava a celula
(vegetal e animal) como a menor unidade
biologica, autbnoma, e capaz, em
principio, de originar um organismo
inteiro. Assim, ela afirmava que a célula
madura do corpo de um organismo
pluricelular (célula somatica) manteria seu
material genético em condicdes de originar
um individuo idéntico a matriz doadora,
comportando-se, desta forma, como se
fosse uma célula-ovo ou zigoto. A questdo
era descobrir como fazer uma célula
madura e especializada (diferenciada),
programada para a realizagcdo de funcdes

especificas, voltar ao estagio embrionario.
A tarefa ndo era pequena para a época de
Haberlandt e continua desafiadora e mal
compreendida para a ciéncia ainda hoje
(KERBAUY, 1997).

Haberlandt, todavia, legou as
geracOes seguintes de pesquisadores algo
muito importante para o avanco do
conhecimento  cientifico, ou  seja,
principios  bem  fundamentados e
procedimentos técnico-tedricos a serem
seguidos, tendo alguns destes ultimos se
mostrado mais tarde quase que como
verdadeiras “premonigdes” (KERBAUY,
1997).

A clonagem por estaquias

A aplicacdo de reguladores de
crescimento em estaquias vem sendo
realizada desde o inicio a implantacdo da
técnica, sendo reconhecida como uma
pratica indispensavel para a melhoria do
enraizamento, tanto em termos de
percentuais quanto de velocidade para
formacdo de raizes e vigor do sistema
radicular formado (WENDLING, 2014,
MENDONCA et al., 2018).

Os hormobnios sdo substancias
naturais produzidas pela prépria planta, e
reguladores de crescimento sdo produtos
sintéticos aplicados nas plantas ou em
partes dela, com acdo similar aos
hormdnios naturais (WENDLING, 2014).

Indmeros estudos foram
desenvolvidos visando a definicdo dos
tipos de reguladores de crescimento mais
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indicados, concentragbes e formas de
aplicacdo adequadas ao processo de
clonagem via estaquia, no qual, em geral,
6000mg.L™ do 4cido indolbutirico (AIB)
tém sido os mais recomendados, bem como
a aplicacdo via p6 em vista das maiores
facilidades operacionais. No entanto,
dependendo da idade da planta matriz a ser
clonada, podem ocorrer variagdes na
concentracdo recomendada (WENDLING,
2014).

A clonagem in vitro

Uma outra forma de clonagem de
plantas é realizada em laborat6rio por meio
do desenvolvimento de um meio de cultivo
adequado. Esta técnica é conhecida como
cultivo in vitro.

O cultivo in vitro é uma ferramenta
biotecnologica em que células, tecidos,
6rgdos e/ou plantas inteiras sdo cultivadas
de forma asséptica em um meio nutritivo,
sob condicdes controladas de densidade de
fluxo de fétons, fotoperiodo e temperatura.
Todo o procedimento deve ocorrer em
laboratério  especifico, utilizando um
sistema totalmente asséptico, livre de
microrganismos  contaminantes  como
fungos e bactérias (SILVA & FERREIRA
2016).

O ideal é que o espaco fisico do
laboratdrio seja dividido em éareas isoladas,
de forma a separar a execucdo de algumas
atividades, criando, assim, um fluxo de
trabalho e reduzindo a ocorréncia de
contaminagfes. Equipamentos e outros
materiais também devem ser organizados
de acordo com a atividade a que estdo
relacionados e de maneira que fiquem
facilmente acessiveis a quem for utiliza-
los. Basicamente, os ambientes devem ser
divididos em: sala de limpeza das vidrarias
e esterilizacdo; sala de preparo de meio de
cultura; sala de inoculagdo  para
manipulacdo asséptica do material vegetal;
sala de crescimento ou incubagdo que
mantem as condi¢des controladas (SILVA
& FERREIRA 2016).

No caso do meio de cultivo in vitro
utilizam-se 0s nutrientes necessarios para o
crescimento e desenvolvimento dos tecidos
vegetais cultivados e também horménios

ou reguladores de crescimento, tais como,
acido indolaceético (AIA), acido
indolbutirico  (AIB), acido naftaleno
acetico (ANA), 2,4-diclofenoxiacétioco
(2,4-D) e Picloram (SILVA & FERREIRA
2016).

O uso de Vitaminas

Vitaminas séo substancias
organicas indispensaveis a manutencdo das
funcBes metabolicas do organismo. A
maior parte das vitaminas atua como
coenzima; isto explica seu papel essencial
nos processos bioldgicos (Barthus, et al.,
2007). Em pesquisas destinadas a
reproducdo de plantas as vitaminas vém
sendo empregadas no meio de cultivo com
a funcdo de colaborar no estimulo do
enraizamento (Hoffmann, et al., 2001,
Carvalho, et al., 2011; Ribeiro, et al., 2011;
Ferreira, et al., 2011). Estudos realizados
por Ribas, et al., (2002), com complexo
vitaminico B5, sugerem um aumento no
numero de brotos e que concentragdes
elevadas de vitaminas no meio de cultura,
intensifica a formacdo de gemas.

Neste estudo, empregou-se
vitamina B1 (Cloridrato de Tiamina) como
substancia reguladora do enraizamento. A
escolha desse tipo de vitamina foi em
fungéo do baixo custo e disponibilidade no
mercado.

Justificativas

Os procedimentos descritos para
clonagem por estaquias e clonagem in vitro
encarecem muito a aplicagdo das
tecnologias. As substancias reguladoras de
crescimento, tradicionalmente utilizadas,
ttm um custo muito elevado e sdo
empregadas em grandes quantidades. As
técnicas de clonagem in vitro demandam
laboratdrios sofisticados e séo, portanto, de
alto custo.

Este  trabalho  propGe  novos
procedimentos de clonagem combinando
as tecnicas por estaquia e em in vitro,
buscando realizar 0s processos em
laboratério comum. Utilizou-se vitamina
B1 como regulador de enraizamento
misturado a um meio de cultivo contendo
macro e micro nutrientes, com adicdo de
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aliquotas de agua sanitaria para minimizar
0 desenvolvimento de patdgenos. Desta
forma, pdde-se reduzir consideravelmente
0S custos e o0s procedimentos com a

METODOLOGIAS

O desenvolvimento desta técnica de
clonagem partiu dos procedimentos da
producdo do meio de cultivo realizado por
Pelegrini et al., (2014), para ensaios
ecotoxicoldgicos que usavam sementes
como organismos testes. A escolha deste
meio de cultivo foi em razdo do rigido
controle dos valores de pH por meio do
uso de uma solucdo tampao que também
continha nutrientes.  Neste trabalho,

clonagem de vegetais. Assim, a técnica foi
denominada por: clonagem por estaquia in
vitro.

empregou-se as mesmas concentracdes de
macro e micronutrientes usadas nos
ensaios, com o acréscimo de vitamina Bl
(Cloridrato de Tiamina) para estimular o
enraizamento ao invés dos tradicionais
reguladores de crescimento. A Tabela 1,
apresenta a média das concentracdes de
macro e micronutrientes otimizadas para o
desenvolvimento das plantulas.

Tabela 1. Concentragdes de macro e micronutrientes para elaboragdo do meio de cultivo para
clonagens de plantas utilizando solucdo Tampao de Fosfato monobésico (KH,PO,)

e bibasico (K,HPO,) de Potassio.

Nutrientes K P N

Ca Mg B Mo VB1

mg.L™ 61,00 | 41,00 | 35,00

30,00 | 38,00 | 0,30 | 0,06 | 400,00

Como produzir o meio de cultivo.

- Preparo da Solucdo Tampao

Iniciou-se a producdo do meio de cultivo a
partir do preparo das solucBes acida
(KH,PO, 0,01 mol.L™") e bésica (K,HPO,
0,01 mol.L") da solucdo tampdo. Foi
realizado uma titulacdo potenciométrica
usando 25mL da solucdo éacida para
estabelecer o0s respectivos volumes da

solucdo bésica a fim de atingir os valores
de pH de interesses. Normatizado o0s
volumes alcancados na titulacdo pbde-se
obter as proporcGes das solucbes acidas e
basicas com respectivos valores de pH no
preparo de 1000mL de solugbes Tampéo
(Tabelas 2).

Tabela 2. Volumes das solucbes &cida (A) e bésica (B) para preparacdo de 1000mL de
solugdo Tampé&o nos respectivos valores de pH.

Solucdes precursoras:

A: Solugdo 0,01 mol.L™ de fosfato de potassio monobasico (KH2PO,)
B: Solucdo 0,01 mol.L™ de fosfato de potassio bibésico (K,HPO4)

Volume da solugdo A | Volume da solucdo B Volume da
pH (KH2POy,) (K2HPQO,) solugdo Tampéo
(mL) (mL) (mL)
6,0 896 104 1000
6,5 713 287 1000
7,0 418 582 1000
7,5 172 828 1000
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- Calculos das Massas de Potassio e de
Fosforo na Solucdo Tampéo

Segundo Pelegrini et al., 2014, para
calcular as massas de potassio na solucao
tampéo utiliza-se a equagdo 1, e para as
massas de fdésforo a equacdo 2, onde a
massa de potassio no tampdo é
representada por (Mkr) e massa de fosforo
no tamp&o (Mpt), volume da solugdo acida
Va € volume da solucdo bésica Vg.
Empregando as equagbes a partir dos
volumes das solugdes em “mL” o resultado
€ expresso diretamente em “mg” (eqs. 1 e
2).
Mgt = 0,39V + 0,78Vg mg (eq. 1)

Mpt =0,39(Va + V) Mg (eq. 2)

A Tabela 3, apresenta as massas de
potassio e de fdosforo em 1000mL de
solugdo tampdo nos respectivos valores de
pH em que as solucdes foram preparadas.
Esses célculos sdo fundamentais para
determinar o volume da solucdo tampéo
que corresponde as concentracbes de
potassio e de fosforo indicadas na Tabela
1. No caso do potdssio €& necessario
determinar qual o volume da solucdo
tampdo que corresponde a 61mg do
potassio. Vale lembrar que o0 potassio
aparece nas estruturas quimicas das
espécies acida e basica em proporcoes
diferentes, mas isto j& foi considerado
quando se empregou a eq.1.

Tabela 3. Célculo das massas de potassio e de fosforo em 1000 mL de solugdo tamp&o para
as solucdes precursoras: KH.PO, 0,01 mol.L? e K,HPO, 0,01 mol.L™" nos

respectivos valores de pH

Massa total de K no Massa total de P no
pH tampéo Tampao
(mg.K.L™Y (mg.P.L™
6,0 430,5 310
6,5 502,0 310
7,0 617,0 310
7,5 712,9 310

De posse dos dados da Tabela 3
pode-se calcular, por uma regra de trés
simples, o volume da solucdo tampdo que
correspondeu  a massa de potéssio
necessaria para preparar a solucdo de
nutrientes: 61mg (Tabela 1), e, por
conseguinte, a massa de fosforo presentes
no volume que se tomou para determinar a
massa de potéssio. A solugdo de nutrientes
deve conter as concentracGes de macro e
micronutrientes indicadas na Tabela 1,
independente de seus valores de pH.

- Preparo de Outras Solucbes Estoques
As outras solugdes estoques de
macro e micronutrientes foram preparadas
em concentracdo comum (mg.L™ ou pg.L”
). Optou-se por preparar as solucdes
estoque em concentracdes de 1000 mg.L™
por uma razdo muito simples: por ndo ser
necessario calcular volumes e massas.
Como a solugéo é 1000 mg.L™, significa

que, em 1000mL contém 1000mg ou, em
10mL contem 10mg do soluto. Basta que a
solucdo seja preparada na concentracdo da
espécie  nutriente (1000 mg.Ca.L™,
1000mg.Mg.L™, etc.).

- Preparo da Solucéo de Nutrientes

A partir das indicagdes de Pelegrini
et al., (2014), para as concentragOes
médias  otimizadas de macro e
micronutrientes para o desenvolvimento
das plantas (Tabela 1), preparou-se um
litro de solucdo de nutrientes nas mesmas
concentragdes com acréscimo de 400mg de
vitamina B1 como substancia reguladora
de enraizamento em valor de pH 7,0
(Tabela 4).

Acertando a concentracdo de
potassio (conforme indicado na Tabela 1)
em 61mg, ndo significa que a concentracao
de fosforo ja foi acertada. Dependendo da
escolha do valor de pH que se deseja
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trabalhar, a massa de fésforo pode ficar
incompleta, devendo ser acrescentada a
partir de outra solucéo que tenha fosforo na
estrutura, mas ndo potassio. Neste trabalho,

foi utilizado uma solugdo H3PO, (1000
mg.P.LY) para completar a massa de
fésforo faltante.

Tabela 4. Concentracdes e volumes das solugdes estoque para elaboracdo da solucdo de
nutrientes. Solugdo tampdo no valor de pH 7,0: Fosfato monobasico (KH,PO,) e
bibasico (K,HPO,) de Potéssio 0,01 mol.L™*. Demais solu¢des em mg.L™ e pg.L™.

CONCENTRAGOES E VOLUMES DAS SOLUCOES ESTOQUE PARA
PREPARO DA SOLUCAO DE NUTRIENTES EM VALOR DE pH 7,0
§ ~ SR ~ CI‘)\‘:* e
~ . N [ D N " —
Concentraf_;ao oL ~ o= . ?Ia 2% | - = n =
dassolucdes | 8w S| XA Z | SO S | 8o NS < m
Estoque EXS|LE|IFE |RE |52 |22 &2 g2
S53|Tol| 9 |F£5 | |§E
F2e-8/z8 |°g |%o S |%8 |£8
T | 2 2| 8|28 | 2|8 |78
é ~ év N—r
Volumes
utilizados 98,9 2,4 35 30 38 300 60 400
(mL)

Apds juntar todos os volumes em um
baldo volumétrico de 1000mL o volume
foi completado 1000mL com agua
destilada. Assim, com a adicdo dos
respectivos volumes das solugdes estoque
da Tabela 4, as concentracbes de macro e
micronutrientes  séo idénticas  as
apresentadas na Tabela 1.

Depois de preparada a solucdo de
nutriente foi verificado se o valor de pH
correspondia ao planejado.

- Correcgdes dos valores de pH na
Solugdo de Nutrientes e possiveis
substancias usadas no preparo das
solucdes estoque.

Com a mistura de diversas
substancias é possivel observar variacfes
dos valores de pH na solucdo de nutrientes.
Neste caso, recomenda-se realizar acertos
adicionando-se solugdo &cida (indicada:
acido citrico ou ascorbico) quando o valor
de pH estiver elevado, ou adicionar
volumes de uma solucdo de base fraca
(indicada: Ca(OH),) quando o valor de pH
estiver abaixo do planejado. Deve-se evitar

a adicdo de sodio, pois este ndo é
recomendado como nutriente.

Apesar das concentracbes dos
nutrientes estarem otimizadas, Pelegrini et
al., (2014), ndo propuseram a otimizacao
no limite méximo de concentracdo de
nutrientes, uma vez que existe uma
margem de seguranca.

Para a solucdo estoque de nitrogénio
indica-se empregar também solucbes de
ureia  (1000mg.N.L™) no lugar da
(NH,4)2SO4, para evitar 0s excessos de ions
sulfatos (SO4"). Isso porque apesar de ser
macro nutriente, ele ira provocar
toxicidade e podera prejudicar o
enraizamento se utilizado em excesso.

Para a solucdo estoque de calcio
pode-se utilizar acetato de célcio ou o
hidréxido de calcio (1000mg.Ca.L™),
mesmo que o hidroxido seja insolivel no
meio de cultivo, o calcio ficara
biodisponivel e é muito importante para o
desenvolvimento da planta.

Uma outra verificacdo importante
neste estudo, foi que concentracbes da
vitamina B1 acima de 400mg.L™* ndo
favoreceu o desenvolvimento do vegetal,
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por esta raz&do os testes foram realizados na
concentracdo indicada.
- Preparo do Meio de Cultivo

O meio de cultivo desenvolvido por
Pelegrini et al., (2014), empregava 1,7g de
Agar para 100mL da solucdo de nutrientes.
Nos testes de clonagem verificou-se que
uma porcentagem de 0,8% favorecia mais
enraizamento da planta. Apos a adic¢do de
0,8g de Agar a 100mL de solucdo de
nutrientes  levou-se a mistura  ao
aquecimento até o “inicio de uma fervura
enérgica” agitando sempre com um bastio
de vidro.

Seguindo as recomendacbes de
Pelegrini et al., (2014), foi acrescentado
duas gotas de agua sanitaria a cada 100mL
do meio de cultivo para impedir
desenvolvimento  de  patégenos e
competicdo de espécies indesejadas. O
momento ideal para adicionar a &gua
sanitaria € quando o meio de cultivo ainda
ndo se transformou em gel (temperaturas
em torno de 45°C), amenizando assim, a
evaporacdo de substéncias bactericidas e
fungicidas presentes na agua sanitaria.

Logo que o meio de cultivo recebeu
as gotas de agua sanitaria, sob temperatura
de 45°C, misturou-se bem com o bastdo de
vidro, e aliquotas de 20mL foram
transportadas para tubos de ensaios de
50mL com o meio de cultivo ainda quente.
Aguardou-se o tempo de enrijecimento do
Agar (sob temperatura ambiente) e
posteriormente, colocou-se as estaquias das
plantas a serem clonadas.

- Preparo da Planta para Clonagem

Para implementar esta tecnologia
utilizou-se a planta Callianthe striata
(Dicks. ex Lindl.) Donnel (Malvaceae),
conhecida como lanterna chinesa. C.
striata € uma espécie endémica do Brasil e

apresenta laminas foliares 3-5 partidas,
flores pendentes com pétalas alaranjadas
com as nervuras avermelhadas e mancha
basal amarela, além de estames de apice
avermelhado que se projetam além das
pétalas (TAKEUCHI, 2018). Esta espécie €
um arbusto bastante rustico que demanda
muito sol para seu cultivo e que esta
bastante adaptada ao clima do Brasil
(PATRO, 2018), razéo pela qual optou-se
por emprega-la no desenvolvimento dos
estudos.

Para realizar a clonagem escolheu-se
ramos com até 0,5cm de largura e
tamanhos de aproximadamente 20cm,
priorizando os ramos com folhas e fazendo
estaquias com cortes em diagonal na parte
inferior para aumentar o contato da
plantula com o meio de cultivo. As pontas
excessivas das folhas grandes foram
cortadas e das menores foram mantidas.

As estaquias preparadas
anteriormente foram acomodadas no centro
do tubo de ensaio sendo introduzidas até o
fundo do meio de cultivo, e em seguida
foram envolvidas com um filme de PVC
vedando ao méaximo os orificios entre o
tubo de ensaio e os ramos das plantulas,
para minimizar a evaporacdo de agua do
meio de cultivo (Figura 1).

As amostras foram mantidas em
ambiente claro sem incidéncia direta da luz
solar por um periodo de 20 a 30 dias. Ap0os
este tempo avaliou-se o0 enraizamento e o
surgimentos de novas folhas. A partir desse
momento as plantas foram transportadas
para vasos com substratos organicos ou
plantadas diretamente em covas preparadas
com nutrientes.
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Figura 1. Fotografia das estaquias da planta Callianthe striata (Dicks. ex Lindl.) Donnel
(Malvaceae), no meio de cultivo acondicionadas para clonagem.

RESULTADO E DISCUSSAO

A Clonagem vegetal

Os ensaios de clonagem com a planta
Abutilon striatum, utilizando a técnica de
estaquia in vitreo, apresentou uma
eficiéncia de reproducdo em torno de 40 a
50%, sendo eficiente tanto para estaquias

largas como para as estreitas. O surgimento
de folhas e raizes pode ser observado a
partir do 15° dia de exposi¢do ao meio de
cultura. Apo6s 30 dias as plantas
apresentavam um bom desenvolvimento
radicular e da parte aérea (Figura 2).

Figura 2. Fotografia das estaquias da planta Callianthe striata (Dicks. ex Lindl.) Donnel ap6s
30 dias no meio de cultivo para reprodug&o.

Apbés o periodo de 30 dias de
exposicdo no meio de cultivo, algumas
estaquias que apresentavam  melhor
desenvolvimento foram transferidas para
plantio em vasos com substratos organicos
contendo nutrientes. Decorrido dois anos

de experimento da clonagem, as plantas
apresentaram desenvolvimento sadio e
aparéncia muito similar a matriz de onde
foram retiradas as estaquias para
reproducéo (Figura 3).
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Figura 3. Fotografia comparativa da planta matriz (A) e da planta clonada (B) de Callianthe
striata (Dicks. ex Lindl.) Donnel (Malvaceae), apds dois anos de crescimento.

Plantas propagadas
vegetativamente por meio de técnicas de
clonagens, uma vez infectadas por virus,
microplasmas,  bactérias e  fungos
enddgenos, transmitem inescapavelmente
estes patdgenos as geragdes subsequentes,
provocando uma diminui¢do progressiva
no rendimento das culturas. O cultivo de
espécies com retornos abaixo do potencial
genético produtivo, selecionado
previamente, € inaceitavel hoje em dia
(KERBAUY 1997).

A Eliminac&o de Patogenos

A técnica de clonagem por estaquia in vitro
desenvolvida neste estudo mostrou que
procedimentos simples como adicionar
duas gotas de agua sanitaria fazem toda
diferenca na produgdo de novas espécies e
também no desenvolvimento do meio de
cultivo (Figura 4).

Figura 4. Fotografia comparativa do meio de cultivo sem adicdo de agua sanitaria (A), e com
adicdo de duas gotas de agua sanitaria (B), para 100mL de meio de cultivo exposto

em ambiente contaminado com fungos.

Avaliagdes comparativas realizadas
com plantas de um mesmo cultivar
infectadas com virus, mostraram que,
aquelas livres destes patdgenos, via cultura
de apices meristematicos, eram duas vezes
mais produtivas. O fato de uma planta ter
sido limpa de virus, ou de outro patdgeno

em laboratorio, ndo confere a ela nenhuma
imunidade a novas infecgbes. Porém,
torna-se condicdo importante que técnicas
de reproducdo atendam a uma producédo
continua de plantas livres de patdgenos
(KERBAUY 1997).
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CONCLUSOES

A grande vantagem de usar a
clonagem de plantas por meio de estaquias
in vitro é que se pode empregar um meio
de cultivo em gel que facilita o
enraizamento das plantas, favorece uma
rapida adsor¢cdo dos nutrientes e o0
crescimento acelerado. Aléem disso, facilita
0 acompanhamento dos estudos pela facil
visualizacao.

A técnica desenvolvida neste
estudo, com uso da vitamina B1 como
regulador de enraizamento, sem empregar
laboratérios sofisticados, pode reduzir
enormemente 0s custos para reproducédo de
plantas de interesse.

Como é uma técnica simples que
pode ser empregada até mesmo em
laboratorio de ensino, torna-se também
uma grande ferramenta pedagodgica para
aulas praticas de diversas disciplinas. Os
conceitos de concentracdo de solucdes,
solucdo Tampdo e céalculos quimicos
podem ser explorados de forma bem

AGRADECIMENTOS

Esta pesquisa foi implementada a
partir do Programa de Educacdo Tutorial —
PET Licenciatura em Quimica (PET — Mec
| SESu / DIFES), Centro de Ciéncias
Agrérias (CCA) — Universidade Federal de

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMBROSANO, M. N.; JUSTINO, M. M;
CARDOZO, L. T., BOCATTO, S,
COSTA, M. F. Aspectos gerais da
clonagem vegetal - com énfase na cana-de-
acucar. 10° Simposio de Ensino de
Graduacédo. UNIMEP 2012.

BARTHUS, R. C.; MAZO, L. H.; POPPI,
R. J. Aplicagdo de métodos de calibragdo
multivariada para a  determinagédo
simultanea de riboflavina (VB2), tiamina
(VB1), piridoxina (VB6) e nicotinamida
(VPP). Quimica Nova, v. 30, n.7, 2007.

CANCADO, G. M. A, RIBEIRO, A.
P.; FREITAS, G. F.; SA, M. E. L,; SILVA,
H. E.;PASQUAL, M., VAL, A. D.

aplicada, com objetivos bem definidos para
uso pratico.

Diversos reagentes podem  ser
empregados para montar a tabela de
nutrientes apresentada neste trabalho,
inclusive outras vitaminas podem ser
utilizadas como substancias reguladoras de
enraizamento,  facilitando assim, a
aquisicdlo de compostos quimicos de
melhor custo e ampliando as possibilidades
de aplicagdo da técnica.

Estudos estatisticos podem ser
realizados visando pesquisas com foco na
reprodutividade do método e ao uso da
técnica em grande escala.

Para uso desta tecnologia na
agricultura, o que sempre esta em “jogo” é
0 menor custo e a facilidade de operacdo.
Este estudo visou responder a estas
necessidades e a metodologia deste artigo
foi preparada para ser utilizada como um
roteiro para a producdo do meio de cultivo
e para aplicacdo da técnica.

Sé& Carlos (UFSCar). Os autores
agradecem o suporte técnico e as bolsas
cedidas pela CAPES por meio do
Programa PET.

B.; NUNES, C. F. Cultivo de plantas in
vitro e suas aplicagbes. Informe
Agropecuario, v. 30, p. 64-74, 2009.

CARVALHO, D. C,; SILVA, A. L. L;
TANNO, G. N.; PURCINO, M.; BIASI, L.
A. Organogénese a Partir de Segmentos
Foliares e Internodais de Videira cv.
Merlot. Ciénc. Agrotec. v.35, n.1, 2011.

FERREIRA, J. P.; SCHMILDT, E. R;
AMARAL, J. A. T.; SCHMILDT, O,
NASCIIMENTO, A. L.; Enraizamento in
vitro de clones de mamoeiro Tainung 01.
Ver. Ciénc. Agron. v. 42, n. 2, 2011.

HOFFMANN, A.; PASQUAL, M,
CHALFUN, N. N. J,; VIEIRA, S. S. N.
392


http://lattes.cnpq.br/9661397886166974
http://lattes.cnpq.br/0758832315699057
http://lattes.cnpq.br/0758832315699057
http://lattes.cnpq.br/3613708613238665
http://lattes.cnpq.br/5703903858046877
http://lattes.cnpq.br/3235507946832658
http://lattes.cnpq.br/3235507946832658
http://lattes.cnpq.br/5080819854251237
http://lattes.cnpq.br/1211788082561121
http://lattes.cnpq.br/1211788082561121
http://lattes.cnpq.br/8189644314305172

Brazilian Journal of Biosystems Engineering v. 12(4): 383-393, 2018

Substratos na indugéo e desenvolvimento
in vitro de raizes em dois porta-enxertos de
macieira. Pesq. Agropec. Bras. v.36, n.
11, 2001.

KERBAUY, G. B. Clonagem de Plantas In
Vitro: Uma Realidade. Biotecnologia
Ciéncia & Desenvolvimento. v.1, p. 30-
33, 1997.

MENDONCA, L. P.; BATISTA, J. N,
MAGALHAES, W. B.; FERREIRA, J. P.;
BUCHER, C. A. Acido-indol-3-butirico e
época de coleta influenciando no
enraizamento de Odontonema strictum
(Nees) O. Kuntze. Brazilian Journal of
Biosystems Engineering v. 12 n. 2, p.
176-184, 2018.

PATRO, R. Jardim de Vasos. 1. ed.
Curitiba, Parana, 2018.

PELEGRINI, R. P.; MEDINA, A. F;
MENDES, F; MOLENA, J. C.; GREVE,
L. F.; SALMAZO, L. G. S.; MILANI, P.
A.; ANDRADE, P. G.; TOGNOLI, R. B.
Metodologia de evaluacion
ecotoxicoldgica empleando germinacion de
semillas en gel nutriente como medio de
cultura. Rev. Ambient. Agua. v.9 n.2, p.
359-372, 2014.

RIBAS, A. F.; DENIS, F.; QUOIRIN, M.;
AYUB, R. A. Misturas vitaminicas na
regeneracdo do maracujazeiro amarelo
(passiflora eddulis f. flavicarpa deg.).
Cienc. Rural. v. 32, n. 2, 2002.

RIBEIRO, L. M.; NEVES, S. C.; SILVA,
P. O.; ANDRADE, I. G. Germinacdo de
embrides zigoticos e desenvolvimento in
vitro de coquinho-azedo. Rev. Ceres
(Impr.). v. 58, n. 2, 2011.

SILVA, M. M. A,; FERREIRA, L. T.
Cultivo in vitro de plantas e suas
aplicacbes em cactaceas. Instituto
Nacional do Semiarido. 1. ed. Campina
Grande, Paraiba, 2016.

TAKEUCHI, C. Callianthe in Flora do
Brasil 2020 em construgdo. Jardim
Botanico do Rio de Janeiro.Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/flor
adobrasil/FB134862>. Acesso em: 18 Set.
2018

WENDLING, I.. Horménios e reguladores
de crescimento: realidades e mitos na
clonagem de eucalipto. Revista Opinides,
v. 10, n. 34, p. 32-34, 2014.

YAMASAKI, G. O que é clonagem de
plantas? Revista Cultivando. 2015.

393


http://lattes.cnpq.br/9796075727505636
https://www.jardineiro.net/author/raquel-patro
http://lattes.cnpq.br/7313912336009858
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB134862
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB134862
http://lattes.cnpq.br/0359473031967049

