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INTRODUGAO

O meio de cultura consiste de componentes essenciais e opcionais. Os essenciais
compreendem a agua, os sais inorganicos, a fonte de carbono e energia, vitaminas e substancias
reguladoras de crescimento. Os outros componentes incluem aminoacidos e amidas, acidos
organicos e substancias naturais complexas.

Uma consideracéo relevante nas citagcbes de meios de cultura € que estes sdo designados
como MS, White, B5, etc, embora queira-se referir apenas aos sais minerais de MS, White, B5,
etc. Também, deve-se observar se nas referéncias aos meios ndo houve alteragbes nas
concentragdes dos carboidratos, vitaminas, suplementos organicos e substancias de crescimento.
Algumas vezes isso ndo & muito claro. Os componentes basicos do meio nutritivo o fazem um
substrato excelente para o crescimento de bactérias e fungos. A inclusdo de fungicidas e
bactericidas nao é aconselhavel, podendo ter efeito tdxico para o explante (Thurston et al., 1979).

Componentes do Meio Nutritivo

A qualidade da agua é muito importante em cultura de tecidos uma vez que este é o
componente que entra em maior propor¢ao na preparagdao do meio. Para melhor controle deve-se
usar agua destilada deionizada.

Nutricdo mineral

O nitrogénio pode ser suplementado na forma de nitrato, nitrito, aménio ou compostos
organicos, dependendo do material em cultura. E constituinte de aminoacidos, nucleotideos e
coenzimas, tendo importancia na sintese protéica. Meio enriquecido com nitrogénio € fundamental
para a indugido de embriogénese somatica, bem como diferenciacédo de parte aérea.

O fosforo é adicionado ao meio, principalmente, como fosfato (HoPOy4). Desempenha papel

importante no metabolismo energético, na regulagdo de processos enzimaticos e na ativagao de
enzimas. Necessario para a sintese do ATP; na organogénese esta envolvido na diferenciagéo da
parte aérea, pois reverte o efeito das auxinas.

O potassio é usado na forma de nitrato, fosfato ou cloreto. Ativador de varias enzimas do
metabolismo de carboidratos e proteina. Uma das mais importantes é a quinase do piruvato,
enzima envolvida nos processos de glicdlise e respiragdo. E necessario para a embriogénese
somatica. Esta necessidade é distinta daquela para crescimento de células. Enquanto que 1mM é
suficiente para proliferagdo celular, uma concentracdo substancial de 20mM ¢é utilizada para
producao 6tima de embrides somaticos em cenoura.

O enxofre ¢ incorporado ao meio, principalmente, na fprma de sulfato, outra possibilidade é
na forma de aminoacidos (cistina, cisteina e metionina). Envolvido no metabolismo energético na
formacao do fosfossulfato de adenosina, constituinte da tiamina, biotina e coenzima A.

O calcio ¢ adicionado, principalmente, na forma de cloreto ou nitrato. Possui papel importante
no metabolismo da planta. Envolvido na divisdo celular, uma vez que um dos componentes da
lamela média € o pectato de calcio, mantém a integridade da membrana celular e é importante na
densidade de grdos de polén requerida para germinagdo. E um agente quimiotréfico para o
direcionamento do tubo polinico. Altas concentragdes (6 a 9mM) sdo necessarias para controle da
necrose do apice.
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O magnésio é mais usada na forma de o sulfato de magnésio. E um dos componentes da
clorofila; cofator importante para varias reagdes enzimaticas que atuam sobre substratos
fosforilados.

O hidrogénio exerce papel importante no metabolismo da planta. Com exce¢do do CO2,
todos os compostos organicos tém hidrogénio. Na sua forma oxidada € um préton, tendo assim
papel tdo importante quanto qualquer elemento.

O carbono forma o esqueleto de todos os compostos organicos.

O oxigénio é similar ao carbono, € um dos componentes de todos os compostos organicos
do organismo vivo: carboidratos, lipidios, acidos nucléicos, produtos naturais. O papel do oxigénio
livre é receptor de elétrons na respiragao.

O ferro é adicionado na forma de Fe-EDTA. Envolvido nas reacbes de oxi-redu¢cdo nos
organismos vivos. Ha muitos metabdlitos contendo ferro. Essencial para a sintese da clorofila e é
integrante do grupo protético (heme) das porfirinas.

O boro ¢é usado na forma de acido borico. Envolvido no metabolismo de carboidratos e acidos
nucléicos. Importante na germinacao de graos de polem e crescimento do tubo polinico.

O molibidénio ¢ adicionado na forma de molibidato de sédio (NapMo04). Cofator da redutase
do nitrato.

O cobre é usado como sulfato de cobre. Constituinte da enzima plastocianina que é
importante componente do transporte eletronico.

O cloro ¢ essencial para a fotossintese, sendo requerido durante a reacao de Hill.

O zinco é usado como sulfato de zinco. Importante nas reagdes de oxi-reducao das plantas.
Cofator de enzimas anidrase carbdnica.

O manganés ¢é adicionado como sulfato de manganés. Essencial para a reagido de Hill na
fotossintese, quando a molécula de agua é quebrada produzindo elétrons e oxigénio.

O cobalto é usado como cloreto de cobalto e esta envolvido na expanséo foliar.

Nutricdo Organica

Os compostos organicos importantes sdo os carboidratos, substéncias reguladoras de
crescimento, vitaminas, aminoacidos e amidas, certas purinas e pirimidinas, hexitéis e acidos
organicos.

A. Fonte de carbono e energia

Os carboidratos mais usados sdo a sacarose, glicose e frutose nos niveis de 2 a 5% (p/v). A
concentracao de 3% € a mais usada. Concentragdes de sacarose de 6 a 12% podem ser usadas
em determinadas situacdes, por exemplo, em cultura de embrides, frutos e anteras, enquanto que
nivel de 1,5% € usado em cultura de protoplastos.

Glicose e frutose devem ser esterilizadas a frio.

B. Substancias reguladoras de crescimento

O controle quimico da diferenciacdo de parte aérea em cultura de calo de Nicotiana foi
estabelecido por Skoog e Tsui (1948). Em suas observagdes, a auxina inibia a formacao de
gemas, enquanto que a adenina bem como o fosfato inorgénico revertiam este efeito estimulando
brotacdes. Este foi o ponto de partida para que Skoog e Miller (1957) constatassem que o
processo de organogénese in vitro era controlado por substancias hormonais. Eles observaram
que o desenvolvimento de parte aérea, raiz ou calo era determinado pelo balango entre auxina e
citocinina. Meio com concentragdes relativamente alta de auxina e baixa de citocinina favorecia o
enraizamento e o balanco inverso promovia a formacao de parte aérea. Concentragdes iguais
propiciava a produgdo de calo. Por esta razdo as auxinas e citocininas sdo componentes
importantes no controle da morfogénese in vitro.
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As concentragdes das auxinas nos meios variam de 0,01 a 10mg/l. As auxinas mais usadas
sdo AlA, AIB, ANA, 2,4-D, 2,4,5-T, 4-CPA e picloran. A auxina 2,4-D é bastante usada para a
indugdo de calo in vitro e tem o efeito de supressao da morfogénese. O 4-CPA é uma das auxinas
menos toxicas para o tecido e, talvez, a que tenha o efeito menos detrimental na morfogénese. A
auxina 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), e picloran induzem a formagdo de calo em
monocotiledéneas. As auxinas sao termo-estaveis ndo decompondo quando autoclavadas. O AlA
€ a auxina natural e a menos estavel, sendo destruido em pH baixo, luz (apés 12 dias de
exposi¢do a intensidade luminosa de 1500 lux, 10-15% do AIA foi decomposto) (Posthumus,
1971), peroxidos, oxidagao catalitica, e peroxidases. As auxinas 2,4-D e ANA sao sintéticas e tém
efeitos semelhantes as auxinas de ocorréncia natural (Stepan-Sarkissian, 1990), sendo mais
estaveis 4 degradagao. As solugdes estoques de AIA ndo devem ser usadas apds uma semana
de seu preparo, enquanto solucbes estoques de 2,4-D e ANA podem ser armazenadas até 2
meses sem ocorrer decomposicao.

A dissolucdo das auxinas é feita em NaOH 1N. Utiliza-se 0,3ml desta base para dissolver
10mg de auxina (3 gotas dessa base, em pipeta Pasteur).

As citocininas sao derivadas da adenina (aminopurina) e tém um papel fundamental na
diferenciacdo e regeneragcdo de plantas na maioria das espécies. Induzem a divisdo celular,
proliferacdo e morfogénese da parte aérea (Smith, 1992). As citocininas mais usadas em cultura
de tecidos sdo a cinetina (CIN), benziladenina (BA), zeatina (Zea), isopentenil adenina (2ip) e
thidiazuron (TDZ). As concentragcbes recomendadas destas substancias variam de 0,03 a 30 mg/I.
Cinetina, zeatina e isopentenil adenina sao considerados termo-estaveis, uma vez que nenhum
produto de sua decomposigdo foi observado apds sua autoclavagem a 120°C, durante 1 hora
(Dekhuijzer, 1971). A benziladenina permanece estavel quando autoclavada a 1109C, durante 20
minutos, mas a degradacgao fotoquimica pode ocorrer.

A dissolucao das citocininas pode ser feita em HCI 1N, levemente aquecido. Utiliza-se 0,3ml
deste acido para dissolver 10mg de citocinina.

O 4acido giberélico (GA;) é usado, algumas vezes, em cultura de "meristemas", na
recuperacao de plantas livres de virus. O GA; deve ser dissolvido em agua com pH ajustado a 5,7
(Smith, 1992) ou em base. As solugbes de GA; devem ser esterilizadas em filtro bacteriologico
uma vez que esta substéncia se decompde por autoclavagem. Van Bragt e Pierik (1971)
observaram que GA; submetido a autoclavagem a 1140C, durante 20 minutos, teve sua atividade
reduzida em mais de 90%. As solugdes estoques devem ser preparadas na hora.

O acido abscisico (ABA) é um fitohorménio envolvido no processo de dorméncia e abscisdo
de folhas e frutos (Smith, 1992). Na cultura de tecidos o papel deste composto ainda ndo esta
bem definido (Gamborg, 1991), embora tenha efeito na embriogénese somatica. Este composto é
termo-estavel, mas é fotossensivel. Entretanto, Gamborg (1971) recomenda a esterilizacao a frio.
O ABA é dissolvido em agua ou base.

A Tabela 1 contém a relagdo de hormdnios e substancias reguladoras de crescimento mais
comumente usados em cultura de tecidos.

C. Vitaminas

Tiamina (Vit. B4) a sua importdncia no metabolismo celular é devido ao seu papel como
coenzima na descarboxilagcdo dos cetoacidos. Ex: Piruvato e cetoglutarico.

Acido nicotinico (Niacina ou Vitamina Bs). E um componente das coenzimas NAD e NADP,
importantes na transferéncia de hidrogénio.

Piridoxina, Piridoxal e Piridoxamina (complexo vit. Bg). Fazem parte do piridoxal-fosfato,
coenzima importante no metabolismo de aminoacidos. Estas vitaminas tém papel importante nas
reacdes de transaminacao e descarboxilacao.

Biotina. Influéncia no metabolismo do acido aspartico, especialmente, nas reagdes do ciclo
de Krebs que leva a formacgao deste acido.
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Acido ascérbico (vit. C). Catalisador de fosforilizacdo fotossintética devido ao poder de
oxidar e reduzir facilmente.
D. Aminoacidos e amidas
L-tirosina tem influéncia na iniciagdo de parte aérea em cultura de calo, L-arginina no
enraizamento, e L-serina na obtencédo de embrides haploides mediante o cultivo de micrésporo.
As amidas L-glutamina e L-asparagina sdo benéficas na obtencido de embrides somaticos, e
a Cisteina ¢ incluida, as vezes, como agente redutor.

E. Outros suplementos organicos

e Hexitéis: O mais usado é o inositol, myo-inositol € a forma inativa e i-inositol € a ativa. O
Meso-inositol € uma mistura das formas d e I. O inositol é considerado estimulador de processos
de crescimento in vitro e pode servir como fonte de carboidrato. Desempenha papel importante na
biossintese do ciclitol, no armazenamento de compostos polihidricos como reserva, na
germinacdo de sementes, no transporte de agucar, na nutricdo mineral, no metabolismo de
carboidratos, na estrutura de membranas, formacdo de parede celular, hosmeostase de
horménios e no stress fisioldgico (Loevus e Loevus, 1983).

¢ Purinas e Pirimidinas: A adenina ou sulfato de adenina estimula o crescimento de brotagdes
in vitro. A concentragao usada varia de 40 a 160mg/I.

e Acidos organicos: A adicdo de acidos de compostos intermediarios do ciclo de Krebs, tais
como malato ou citrato, € comum em meio destinado a cultura de protoplasto. Estes compostos
parecem estar envolvidos na minimizacdo do efeito inibidor da aménia (Gamborg, 1991). A
concentracao de até 10mM de sais de potassio é recomendada. O acido ascérbico e o acido
citrico sao usados para prevenir o escurecimento de tecidos excisados de plantas. As solugbes
antioxidantes sao preparadas usando uma mistura de 100mg de acido ascoérbico e 150mg de
acido citrico, dissolvido em 1 litro de agua. Esta solugdo nido deve ser autoclavada e sua
esterilizacao é feita em filtro bacteriolégico de 0,22 ou 0,45 micras. A inclusdo de 2000 mg/l de
acido ascorbico estimula o crescimento de calo.

e Compostos fendlicos: Muitos derivados fendlicos (mono-OH) promovem o desenvolvimento
de parte aérea (Lee e Skoog, 1965) e iniciagdo de raizes (bi-OH) (Rucker e Paupardin, 1969).
Estas substancias atuam na degradacao oxidativa do AlA. Por outro lado, compostos fendlicos (bi-
OH) inibem a degradacgéao oxidativa do AlA, tendo efeito benéfico no enraizamento.

e Extratos naturais: Sao preparagdes obtidas de produtos naturais, de composicao indefinida,
que servem para enriquecer o meio de cultivo. Sdo fontes de fatores, até entdo desconhecidos,
que estimulam o crescimento in vitro. A inclusao destes extratos em meio de cultura so é feita, em
ultimo caso, quando as tentativas de adequacdo nao forem suficientes para promover
determinado processo morfogenético. Em trabalhos de rotina, estas preparagdes podem ser
usadas caso estimulem respostas desejadas.

Leite de coco. E o endosperma de Cocus nucifera na fase gelatinosa. E um suplemento
bastante usado. Recomenda-se que seja esterilizado a frio.

Agua de coco. E o endosperma liquido de Cocus nucifera comprado no mercado. Bastante
usado nos laboratérios do Brasil.

Suco de laranja, tomate e outros. Também podem ser adicionados ao meio nutritivo. O
suco de laranja contém acido citrico e outras substancias de crescimento nao identificadas. Pode-
se usar suco de laranja fresco ou congelado.

Polpa de banana. Tem sido usada na suplementacido de meio de cultura de orquideas. O
seu efeito depende da cultivar e da quantidade, bem como, se originaria de frutos verdes ou
maduros.

Extrato de levedura. E extraido com &lcool, contendo em sua composicéo produtos soluveis
neste solvente. E fonte de aminoacidos e vitaminas. Ver composi¢do em anexo.
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Tabela 1. Relagdo de e substancias reguladoras de crescimento mais usadas em cultura de
tecidos de plantas.

Auxinas Abreviatura M.M.
01. Acido Indolil-3-acético AlA 175,2
02. Acido Indolil-3-butirico AIB 203,23
03. Acido Naftalenoacético ANA 186,2
04. Acido 2,4-diclorofenoxiacético 24 -D 221,04
05. Acido 4-clorofenoxiacético 4-CPA 184.,5
06. Acido 4-amino-3,5,6-Tricloropicolinico Picloram 241,46
07. Acido 2,4,5-Triclorofenoxiacético 2,4,5-T 255,49
08. Acido-Naftoxiacético NOA 202,21
Citocininas

09. 6-Furfurilaminopurina ou Cinetina CIN 215,2
10. 6-Benzilaminopurina ou 6-benziladenina BA, BAP 225,2
11. N6-(4-hidroxi-3-meti|but-2enil) aminopurina ou Zeatina ZEA 219,2
12. (6-benzilamino)-9-(2-tetrahidropiranil) 9H-purina PBA 300
13. N6-3-dimetil-2-buti|aminopurina ou Isopenteniladenina 2ip 203,3
14. Thidiazuron (1-fenil-3-(1,2,3-thiadi-azol-5yl) ureia TDZ 220,2
Giberelinas

14. Acido giberélico GA3 346,4
Outros

15. Acido 2-(cloroetil) fosfénico ou Ethephon ou Ethrel CEPA 1445
16. Acido abscisico ABA 264,31

Materiais de suporte

Agar: E um dos componentes mais impuros em cultura de tecidos. E um polissacarideo obtido
pela purificagcdo de algas marinhas. O agar deve ser de boa qualidade, por exemplo, TC agar, ou
Taiyo agar. A concentragdo usada varia de 0,6% a 1% (de 6 a 10 g/l). O agar impuro € constituido de
polissacarideos, aminoacidos, sais, agucar, etc., devendo ser lavado em agua destilada antes de ser
usado. O &gar é alcalino, liquido a temperatura de 80°C e se solidifica a 40°C.

Outros produtos gelificantes incluem-se Gelrite (Calbiochem) e Phytagel (Sigma). Sao
mais puros que o agar e, provenientes de fermentacgdes bacterianas. Usados na concentragao
de 0,2% (2 g/l). Citam-se que estes produtos podem causar vitrificagdo em algumas espécies.

Alguns laboratérios sugerem o uso de polvilho de mandioca ou de milho (maizena) como
gelificantes.

Outros produtos: Poliacrilamida, silica gel e papel de filtro

Consideragoes sobre carvao ativado: Esse produto € um pd bastante fino e de cor escura.
E utilizado para eliminar substancias toxicas produzidas pelo explante in vitro. A concentragdo é
em torno de 0,3%. E usado quando ocorre o escurecimento do tecido in vitro, descoloragédo de
meio de cultura, formacdo de calo na fase de enraizamento de propagulos, ou quando o
crescimento do tecido é inibido. Adsorve produtos provenientes de metabolismo, bem como
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substancias hormonais e vitaminas. Sugere-se, em alguns casos, aumento da concentracao de
auxina, quando na presencga de carvao ativado. A pureza deste produto é variavel.

Qualidades fisicas do meio

1. Meio sélido
2. Meio liquido

Estacionario: Com suporte de papel de filtro ou sem suporte

Com agitagao: Suave, vigorosa, reciproca e orbital.
pH

O crescimento do tecido in vitro € melhor em torno de pH 5,0. Recomenda-se este valor para

formulagdes liquidas. Em meios gelificados, com agar, o pH deve ser ajustado para 5,7, pois em
pH 5,0, ocorre a hidrélise de polissacarideos, enquanto que em pH 6,0-6,2 verifica-se a
precipitacao de sais.

Quantidade de meio

Como regra geral, quanto menor o explante, menor a quantidade de meio a ser utilizado. Para
apices caulinares de batata e batata-doce, 4ml de meio liquido é suficiente para a diferenciacéo e
crescimento inicial, entretanto, em culturas estabelecidas, a taxa de crescimento é diretamente
proporcional a quantidade de meio (Murashige, 1977).

Condigbes de incubagao

Devem ser consideradas as exigéncias de luz, temperatura, trocas gasosas e acumulo de
produtos toxicos no meio.

A. Luz

Nao ocorre diferenciacdo de parte aérea em culturas mantidas no escuro. As
caracteristicas intensidade luminosa, periodo de exposicdo e qualidade da luz, séo
fundamentais.

Qualidade da luz

A qualidade do espectro da lampada utilizada € de suma importancia na iniciagdo de parte
aérea e raiz em cultura in vitro. As lampadas recomendadas sao fluorescentes branca fria, Gro-lux
ou outros tipos de lampadas com emissdes nas regides do vermelho (430nm) e azul (660nm).
Estas regides do espectro influenciam os processos morfogenéticos. As lampadas incandescentes
nao sao recomendadas, pois emitem nas faixas do vermelho e vermelho distante e, este ultimo
nao € adequado.

A regido do azul é critica para inducao de parte aérea e a iniciacdo de raizes adventicias é
estimulada por luz vermelha. Em Helianthus tuberosus, a iniciacao de raizes adventicias em
secgbes de tubérculo, foi efetiva quando as culturas foram expostas a luz emitida préximo a
600nm (Letouze e Beauchesne, 1969).

A luz vermelha também pode inibir a iniciacdo de raizes laterais, enquanto que a infra-
vermelha pode reverter este efeito (Furuya e Torrey, 1964). A diferenciacao de raizes laterais e
adventicias parecem ter exigéncias diferentes.

Logo, em cultura de tecidos, quando se objetiva a multiplicacdo de plantas, as |ampadas
devem conter emissées adequadas nas regides da luz azul e vermelho, pois ambas estdo
envolvidas na iniciacdo de parte aérea e raiz.

Muitas das lampadas disponiveis foram desenhadas para serem utilizadas em casa de
vegetacdo, onde a fotossintese é importante, mas em cultura de tecidos a fotossintese nao é tao
limitante.

As lampadas fluorescentes devem ser trocadas a cada seis meses.
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Periodo de exposi¢ao diaria a luz
Fotoperiodo

As exigéncias em fotoperiodo devem ser satisfeitas. O inicio de determinado processo
morfogenético s6 se manifesta quado as culturas estdo expostas a adequado comprimento do dia.
Em geral, 16 horas de iluminagdo tem se mostrado satisfatorio varias espécies, utilizando-se
lampadas fluorescentes branco fria ou Gro lux. A manutencdo das culturas sob iluminacao
constante ndo é recomendada.

Quantidade total de energia

Deve-se considerar a intensidade luminosa e o numero de horas de exposi¢ao por dia. Em
fumo ndo ha exigéncia de fotoperiodo, mas, maxima formagado de parte aérea ocorre com 16
horas de fotoperiodo e, 30-50umol.m™.s™ de intensidade luminosa.

B. Temperatura

As exigéncias de temperatura para desenvolvimento da planta em condi¢des naturais devem
ser consideradas como ponto de partida para estabelecer cultivo in vitro da espécie em questao.
Deve-se ter sempre em mente que os requerimentos sdo um reflexo do que ocorre in vivo.
Espécies oriundas de habitat tropical, temperado e desértico tém diferentes temperaturas 6timas
para crescimento e desenvolvimento.

C. Umidade relativa

Em condi¢des de clima seco pode-se usar tapas algoddo, pois estas permitem boa troca
gasosa, entretanto, o meio pode secar mais rapido em condi¢gdes de baixa umidade relativa.
Quando em clima umido cuidados devem ser tomados com relagdo as contaminagdes. As tampas
de algodao podem ser usadas com cautela, e deve-se usar um desumidificador na camara de
crescimento.

D. Trocas gasosas

A cultura de tecidos é um sistema fechado. A acumulacado de CO, em altas concentragdes
conduz a anaerobiose, fermentacdo e producdo de alcoois. Em alguns casos, altas
concentracbes de gas carbdnico induzem disturbios no crescimento e desenvolvimento da
planta in vitro. Deve-se observar a sensibilidade da planta a volateis. A maneira de fechar o
frasco é bastante importante. Em cultura de tecidos de Solanum tuberosum, nunca se deve
vedar os frascos com parafilm, devido ao acumulo de altas concentragcbes de CO; e etileno
(Calbo e Torres, 1989), fazendo com que os propagulos apresentem anomalias caracterizadas
pelo entumescimento do caule, folhas ausentes ou pequenas, iniciagdo de raizes adventicias
em varios pontos do caule, e o efeito indireto da necrose do apice caulinar (deficiéncia nas
trocas gasosas redus a transpiragcao e a translocagao do calcio é dificultada). Em laboratérios
comerciais de producao de batata-semente livre de viroses ndo é recomendado a vedagao das
culturas.

Em locais onde ha muita poluicdo ambiental recomenda-se o uso de filtro de carvao
ativado.
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Esterilizagdo do meio de cultura

Tabela 2. Tempo minimo necessario, recomendado para esterilizacdo de meio para cultura de
tecidos de plantas (Catalogo da Sigma, 1990).

Tempo minimo de autoclavagem de meio em cultura de tecidos de planta*

Volume de meio por recipiente (ml) Tempo minimo de autoclavagem

25 20

50 25

100 28

250 31

500 35

1000 40

2000 48

4000 63

*121°C e 1,05 Kg/cm?
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