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Resumo — Os bambus sdo plantas predominantemente tropicais e subtropicais,
perenes, renovaveis, de rapido crescimento e com alta produgao de biomassa. En-
tretanto, uma limitagdo dessas espécies quanto ao seu uso racional tem sido o de-
ficiente processo de multiplicagéo. O primeiro aspecto a considerar é o seu floresci-
mento, que geralmente é um fenémeno raro. Além disso, as sementes apresentam
baixa viabilidade, o que dificulta sua propagagédo sexuada. Assim, bambus sdo
propagados vegetativamente por divisdo de touceiras, partes de rizomas ou, ain-
da, secgdes de colmos que, embora eficientes quanto a sobrevivéncia, apresentam
limitagdes, sobretudo pela capacidade de produzir um ndmero limitado de mudas.
Diante disso, estratégias biotecnoldgicas, notadamente aquelas associadas as téc-
nicas da cultura in vitro, sdo ferramentas de grande importancia para a reprodugao
vegetativa de bambus, pois, uma vez dominadas, podem possibilitar a produgao
em larga escala de novas plantas. Neste capitulo, séo apresentados e discutidos
0s principios, as estratégias e as limitagdes do uso da cultura de tecidos de plantas
para a micropropagacado dos bambus. Sdo abordadas e descritas diferentes técni-
cas, que incluem o uso de meios liquidos, embriogénese somatica e biorreatores de
imersao temporaria, indicando suas vantagens e desvantagens.

TERMOS PARA INDEXAGAO: POACEAE, BAMBUSOIDEAE, EMBRIOGENESE SOMATICA, BIORREATORES DE
IMERSAO TEMPORARIA, MEIO LiQUIDO, MICROPROPAGAGAO DE BAIXO CUSTO.
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Abstract — Bamboos are predominantly tropical and subtropical plants. They are
also perennials, renewable, fast growing and have high biomass production. Howe-
ver, a limitation for the rational use of these species has been the deficient propa-
gation process. The first aspect to consider is its flowering, which is usually a rare
phenomenon. Furthermore, the seeds exhibit low viability, which makes it difficult
for the sexual propagation. Thus, bamboos are propagated vegetatively through
the division of clumps, parts of rhizomes, or even culm sections, which, while effi-
cient in terms of survival, also present limitations, particularly in their ability to
produce a limited number of plantlets. Therefore, biotechnological strategies, nota-
bly those associated with the in vitro culture techniques, are very important tools
for vegetative reproduction of bamboos, since, once mastered, they may allow the
production of new plants in large-scale. This chapter presents and discusses the
principles, strategies and limitations of using plant tissue culture for the micropro-
pagation of bamboos. Different techniques are addressed and described, including
the use of liguid media, somatic embryogenesis and temporary immersion systems,
indicating the advantages and disadvantages of each.

INDEX TERMS: POACEAE, BAMBUSOIDEAE, SOMATIC EMBRYOGENESIS, TEMPORARY IMMERSION SYS-
TEMS, LIQUID MEDIUM, LOW-COST MICROPROPAGATION.

Introducao

Os bambus pertencem a familia Poaceae (Gramineae), subfamilia Bambu-
soideae, distribuidos em cerca de 90 géneros e 1400 espécies (Lin et al., 2012;
Yang et al, 2008; Kelchner, 2013). Sdo plantas distribuidas predominante-
mente em regides tropicais e subtropicais, de ciclo perene, renovaveis, de
rdpido crescimento e com alta producdo de biomassa. Por tratar-se de uma
planta rtstica, renovével e que produz anualmente, sem a necessidade de re-
plantios, o bambu tem grande potencial agricola e pode ser competitivo em
relacdo a outros tipos de matérias-primas, também em razdo da velocidade de
crescimento e de aproveitamento por drea (Fialho et al., 2005).

Embora seja um mercado em expansio, no Brasil, devido basicamente a fal-
ta de tradicdo da cadeia produtiva do bambu e, também, as lacunas de conhe-
cimentos e tecnologias que poderiam permitir utilizar as diferentes espécies,



o uso do bambu, com raras excecles, tem se limitado a pequenos negdcios,
basicamente ao artesanato e & ornamentagdo (Fialho et al,, 2005; Afonso, 2011).

Por outro lado, o pais dispSe de clima favoravel e grande extensdo de 4re-
as, incluindo as degradadas e inaptas para outros cultivos, mas adequadas ao
plantio de diversas espécies de bambu de valor comercial. Além disso, flores-
tas nativas de bambus arborescentes do género Guadua ocupam milhares de
hectares continuos, principalmente no sudoeste da Amazénia, e ainda séo
praticamente inexploradas do ponto de vista botdnico, ecolégico e/ou de uso
como recursos genéticos (Afonso, 2011; Singh et al., 2013).

Acredita-se que a producdo de bambu represente uma alternativa inova-
dora e interessante para o agronegdcio brasileiro (Fialho et al.,, 2005) e, assim,
tornam-se fundamentais os avangos nos programas de pesquisa e desenvolvi-
mento de tecnologias capazes de gerar conhecimentos cientificos que garan-
tam inovacdo tecnolédgica, sustentabilidade e potencializacdo da utilizagdo
dessa matéria-prima, de modo a maximizar seus beneficios socioeconémicos
e ambientais.

Uma limita¢do importante para o desenvolvimento da cadeia produtiva
do bambu refere-se ao seu deficiente processo de multiplicacdo. Seu flores-
cimento é geralmente raro e, dependendo da espécie, pode levar dezenas ou
até centenas de anos (Gillis et al,, 2007; Singh et al, 2013). Além disso, as
sementes dos bambus apresentam baixa viabilidade, o que dificulta sua pro-
pagacdo sexuada. Por esta razdo, os bambus sdo propagados vegetativamente,
principalmente por técnicas como transplantio direto (desdobramento de
touceiras) ou enraizamento de estacas e pedacos de colmos (Fonseca, 2007)
que, embora relativamente eficientes quando se quer pouca quantidade de
mudas, apresentam limita¢Ses, especialmente para aqueles casos em que se
deseja um namero elevado de plantas.

Diante dessas dificuldades, a micropropagacdo é uma alternativa possivel
para a multiplicacdo dessas espécies (Mudoi et al,, 2013; Singh et al,, 2013),
pois pode possibilitar a producdo em larga escala de mudas a partir de teci-
dos e 6rgios de plantas doadoras, com a vantagem de manter a identidade ge-
nética do material propagado e poder ser direcionada para plantas matrizes,
acessos ou mesmo espécies de alto valor agrondémico ou comercial onde os
outros processos de propagagdo sdo menos vantajosos.

Nesse contexto e devido a reduzida disponibilidade de literatura atua-
lizada sobre o tema, o presente capitulo apresenta e discute os principios,
as estratégias e as limitacSes do uso da cultura de tecidos de plantas para a
micropropagacdo dos bambus, tanto sob a 6tica das técnicas convencionais
quanto das mais avancadas.
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Material e meétodos

Embora estudos de cultura de tecidos de plantas tenham sido extensivamen-

te desenvolvidos em outras espécies de gramineas, os bambus vém recebendo

atencdo relativamente limitada, & excecdo de autores da Asia, onde os bam-

Tabela 1. Protocolos recentes de organogénese desenvolvidos para a produgao
de mudas de espécies de bambu por micropropagao convencional

Thamnocalamus
falconeri, Hook.f.
ex Munro

Bambusa
ventricosa

Bambusa tulda;
Melocanna
baccifera

Bambusa vulgaris
Schrad. Ex Wend|

Dendrocalamus
strictus (Roxb.)
Nees — Nativo da
india

Estabelecimento: segmento nodal
(1,5-2 cm em comprimento).
Multiplicagao; e enraizamento:
aglomerados de 3-4 brotos.

Estabelecimento: segmento nodal
(1,5 cm de comprimento) com uma
gema axilar

Estabelecimento: Segmento nodal
(1,5-2 cm) com uma gema axilar
Multiplicagdo: aglomerados de 3 a
5 brotos

Estabelecimento: segmento
nodal com gema axilar, obtido de
matrizes mantidas em casa de
vegetagao.

Multiplicagao: aglomerados de
trés brotos com duas folhas
expandidas.

Estabelecimento: segmentos
nodais, coletados de plantas em
condigdes de floresta.
Multiplicag&o: nao informado.
Enraizamento: Aglomerados de
trés brotos.

Estabelecimento: MS + sacarose (3%) + BAP (5 mg.L™"), pH 5,6;
ou combinado a Cinetina (1,0 ou 2,0 mg.L™").

Multiplicagao: MS + sacarose (3%) + BAP (5 mg.L") +

AIB (2 mg.L"), pH 5,6.

Enraizamento: MS (50%) + sacarose (3%) + IBA (5 mg.L™"),

pH 5.,6.

Estabelecimento: MS + sacarose (3%) + 6-BA (22,2 uM) +
Agar (2,5 g.L"), pH 58.

Indug&o de multiplos brotos: MS + sacarose (3%) + 6-BA
(26,6 uM) + Agar (2,5 g.L"), pH 5,8.

Enraizamento de brotos: MS + sacarose (3%) + 6-BA (4,4 uM)
+ANA (2,7 uM) + AIB (4,9 uM) + Agar (2,5 g.L"), pH 5,8.

Estabelecimento: MS + sacarose (3%) + BAP (3 mg.L™)
Multiplicagdo: MS + sacarose (3%) + BAP (3 mg.L") +

Cinetina (2 mg.L™")

Enraizamento e formagéao de rizoma: MS(1/2) + sacarose (3%)
+AIB (3mg.L") + Coumarin (10 mg.L™") + BAP (0,056 mg.L™").

Estabelecimento (brotagdo): MS + sacarose (3%) + BAP (6 uM).
Ap6s 20 dias: MS + sacarose (3%) + BAP (12 puM) + Vitrofural
(176 mg.L™"), pH 6,0.

Multiplicagdo: MS + sacarose (3%) + 6-BA (12 uM) +
Vitrofurall (116 mg.L™"), pH 6,0 (transferidos apds 20 dias de
estabelecimento in vitro).

Estabelecimento e multiplicagéo: MS + Sacarose (3%) +

BAP (4 mg.L") + Agar (0,8%), pH 5,7.

Enraizamento in vitro: MS + Sacarose (3%) + ANA (3 mg.L™) +
Agar (0,8%), pH 5,7.



bus sdo tradicionalmente mais valorizados quanto ao seu uso. Nos altimos

anos, porém, com o aumento da importancia do bambu no mercado mundial,

o numero de trabalhos que utilizam técnicas da cultura de tecidos voltadas

para a propagacdo de espécies aumentou consideravelmente e um bom na-

mero de trabalhos descrevendo protocolos completos ou partes deles ja pode

ser encontrado na literatura (tabelas 1 e 2).

Estabelecimento: meio
liquido estacionério, com
uso de ponte de papel.
Multiplicagao: meio
liquido estacionario, a
intervalos de 30 dias.

Sistema convencional
(meio gelificado)

Liquido estacionario
(todas as etapas).

Na fase de multiplicagéo,
transferéncias a cada 10
dias para meio fresco.

Estabelecimento: liquido
estacionario (10 mL/
tubo de ensaio).
Multiplicagdo: 70 mL de
meio liquido estacionario
(MagentaTM),
subcultivos a 3
semanas.

Sistema convencional
(meio gelificado), em
todas as etapas.

0 estabelecimento foi mais efetivo com BAP, com
90% de formag&o de brotos, e 8,9 brotos/explante;
enquanto a maior taxa de multiplicagao foi 6,565+0,25.
0 meio semissdlido reduziu o crescimento e a taxa de
multiplicagdo. O percentual de enraizamento in vitro e
sobrevivéncia ex vitro foi de 100%.

Nas etapas de estabelecimento e multiplicagao,
aindugéo e proliferag&o de brotos (84%) foram
melhores com 6-BA. Os brotos tiveram alta taxa de
enraizamento, sendo mais efetivo com ANA.

A quebra da dominancia apical e indugdo de brotos
foram eficientes com BAP (3 mg.L™"). Na fase de
multiplicagdo, a combinagao de BAP e Cinetina teve
efeito sinérgico na taxa de multiplicagao e qualidade
dos brotos.

Plantas foram aclimatizadas com sucesso (70,3% a
81,8%). A fidelidade clonal foi comparada com plantas
matrizes e confirmada por genotipagem. Plantas
micropropagadas foram 80% monomorficas.

0 estabelecimento e multiplicagao in vitro foram
conduzidos com sucesso. O material produzido foi
utilizado apenas para experimentos em biorreatores
tipo Rita®.

A contaminagao por fungos e bactérias foi uma
limitagdo no estabelecimento in vitro.

Maior produgdo de brotos (3,68+0,7, brotos/explante),
foi obtida em meio MS + BAP (4 mg.L™"). Marcadores
moleculares, RAPD e ISSR, confirmaram a fidelidade
clonal.

As plantas foram aclimatizadas e plantadas em
campo.
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Bambusa balcooa

Dendrocalamus
brandisii Kurz

Bambusa
arundinacea Retz.
Willd

Dendrocalamus
asper

Dendrocalamus
hamiltonii Nees et
Arn. ex Munro

Dendrocalamus
hamiltonii Nees et
Arn. ex Munro

Bambusa nutans
Wall.

Bambusa nutans
G.C. Wall Ex
Munro

Estabelecimento: segmento nodal
simples (3-4 cm de comprimento).
Multiplicagao; Enraizamento:
aglomerados de 4-5 brotos

Estabelecimento: segmento nodal
(1,5-2 cm de comprimento)
Multiplicagao: Aglomerados de 2-6
brotos.

Enraizamento: Aglomerados

de 2-3 brotos (de 3-4 cm de
comprimento).

Estabelecimento: sementes.
Iniciagdo de brotos: segmento
nodal de plantulas com 20 dias de
cultivo.

Multiplicagdo: cluster de brotos.

Estabelecimento: segmento nodal
(2-3cm)
Multiplicag&o: brotagdes

Estabelecimento: segmento nodal.
Multiplicag&o:

Estabelecimento: segmento nodal
(2,5-3 cm de comprimento) e uma
gema axilar.

Multiplicag&o e enraizamento:

Aglomerados (4-6 brotos) (3-5 cm).

Estabelecimento: segmento nodal
(3-4 cm).

Estabelecimento: sementes.
Multiplicagao: plantulas com raizes
excisadas.

Estabelecimento: MS + sacarose (2%) + Agar (0,8%), pH 5,75.
Proliferagao de brotos: MS + sacarose (1%) + BAP (4,4 uM) +
ANA (0,53 pM) + Agar (0,8%), pH 5,75.

Enraizamento: MS + sacarose (2%) + ANA (16,11 uM) +
GelriteTM (0,2%), pH 5,75.

Estabelecimento: MS + sacarose (3%) + TDZ (0,25 mg.L™") +
ANA (0,25 mg.L") + Acido ascérbico (25 mg.L ™) + Acido citrico
e Cisteina (12,5 mg.L") + Acido glutamico (50 mg.L™"), pH 6,2.
Multiplicagdo (2 semanas): MS + ANA (0,25 mg.L™") +

BAP (2,5 mg.L").

Enraizamento: MS (50%) + aditivos + ANA (1 mg.L™")

Germinagao: MS (50%) + sacarose (3%) + Agar (7 g.L"), pH 5,7;
em condigBes de escuro.

Iniciagdo de brotos: MS + BAP (2,0 mg.L™") + sacarose (3%) +
Agar (7 g.L"), pH 5,7.

Multiplicagdo: MS + BAP (3,0 mg.L™") + sacarose (3%) +

Agar (7 g.L "), pH 5,7.

Estabelecimento: MS + sacarose (3%) + Agar (0,7%)
Multiplicagdo: MS + BAP (3 mg.L™") + Sulfato de adenina
(50 mg.L™")

Enraizamento: MS liquido + IBA (1,0 mg.L™").

Estabelecimento: MS + TDZ (3,0 uM).

Proliferagao de brotos: MS + TDZ (1,5 pM) + Acido ascérbico
(56 UM).

Enraizamento: MS (50%) + AIB (25,0 uM) + cloreto de colina
(36,0 UM).

Todos os meios foram suplementados com agucar cristal
(3%), Agar (0,8%), pH 5,8.

Estabelecimento: MS + TDZ (3,0 uM).

Proliferagao de brotos: MS + TDZ (1,5 uM) + Acido ascorbico
(56 pM).

Enraizamento: MS (50%) + AIB (25,0 uM) + cloreto de colina
(36,0 uM).

Todos os meios foram suplementados com agucar cristal
(3%), Agar (0,8%), pH 5,8.

Estabelecimento e multiplicagdo: MS + sacarose (3%) +
BAP (2 mg.L") + Agar (0,8%).

Estabelecimento: MS + GelriteTM (2,5 g.L™"), pH 5,8.
Multiplicagdo: MS + TDZ (0,2 mg.L™"); ou BAP (10 mg.L™") +
GelriteTM (2,5 g.L"), pH 5,8.

Enraizamento: MS + AIB (2 mg.L™") + GelriteTM (2,5 g..L"),
pH 5,8.



Sistema convencional
(gelificado)

Liquido estacionario;
gelificado (todas as
etapas)

Sistema convencional
(meio gelificado)

Estabelecimento:
Sistema convencional
(meio gelificado)
Multiplicagdo: liquido
estacionario

Sistema convencional
(meio gelificado)

Sistema convencional
(meio gelificado)

Sistema convencional
(meio gelificado)

Sistema convencional
(meio gelificado)

0 meio MS, adicionado de BAP (4,4 uM) e ANA (0,53 uM)
produziu 19,8+1,4 brotos/explante, com 3,44+0,23 cm.
Plantas in vitro tiveram maior conteudo relativo

de 4gua (72,7%), menor indice de érea foliar,

maior contetdo de agucares sollveis e amido, e
menor contetido de lignina comparado as plantas
aclimatizadas.

Marcadores RAPD e ISSR confirmaram a estabilidade
genética das plantas micropropagadas.

Maior eficiéncia na micropropagagao foi observada
em meio liquido contendo TDZ e ANA (1-6 brotos)
comparada ao semissolido (1-3).

As brotagdes foram enraizadas e aclimatizadas com
sucesso.

O percentual de germinagao foi 95%, com formagao de
brotos com 2-3 nés. BAP foi mais efetivo na indugéao
de brotos (88,5% e 4,8 brotos/explante). Marcadores
RAPD confirmaram a estabilidade genéticas das
plantas micropropagadas.

0 tipo e concentragao de regulador de crescimento
influenciaram a diferenciagéo e o nimero de
brotagdes. BAP foi mais efetivo comparado a Cinetina.
A taxa de multiplicagao é 5-10 vezes maior em

meio liquido com BAP e sulfato de adenina. Plantas
albinas foram regeneradas apés longo periodo de
multiplicacao. Houve 90% de sobrevivéncia das
plantas aclimatizadas.

Marcadores moleculares — RAPD, ISSR, AFLP e
SSR, confirmaram a fidelidade clonal de plantas
regenerantes do 3° (terceiro) ao 30° subcultivo,
validando o protocolo de micropropagagéo.

A coleta de explantes é mais efetiva no inicio do
verdo. 98,8% dos explantes estabelecidos brotaram
(5,23 brotos/explante). Subcultivos de 21 dias, em
meio MS + TDZ + acido ascorbico, sdo condigdes
efetivas para a micropropagagé&o. Cluster (8-10
brotos) foram mais efetivos na multiplicag&o.

Houve alta porcentagem de enraizamento

(89%). A sobrevivéncia das plantas foi de 79,76%
(aclimatizagéo) e 85% em campo.

Menor contaminagao foi obtida em meses com menor
precipitagdo pluviométrica.

Maximo nuimero de brotos (11) foi observado com
2mg.L" de BAP.

A germinagéo foi de 70% aos 15 dias de cultivo.

TDZ foi mais efetivo na fase de multiplicagdo
comparado ao BAP. BAP (3 mg.L™") produziu brotagdes
mais alongadas, capazes de individualizagao.

Para enraizamento, brotos provenientes de TDZ e BAP
(10 mg.L™") necessitaram de cultivo em meio sem
regulador.
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Tabela 2. Protocolos utilizando embriogénese somatica desenvolvidos para
produgao de mudas micropropagadas de bambu

Bambusa
beecheyana Munro
var. beecheyana

Bambusa oldhamii
Munro

Bambusa vulgaris;
Dendrocalamus
giganteus;

e Dendrocalamus
strictus

Dendrocalamus
hamiltonii

Nees et Arn. Ex
Munro

Bambusa edulis

Bambusa balcooa
Roxburgh

Bambusa multiplex

Segmentos (2-5 mm) de
flores jovens obtidas de
inflorescéncias jovens (0,5-
1,0 cm de comprimento);
raizes adventicias.

Segmentos de 2-5 mm
excisados de inflorescéncias
jovens (0,5-1 cm); e
segmentos de raizes
adventicias.

Explantes excisados de
embrides zigdticos, e
segmentos nodais (1,0-1,5
cm) com uma gema, obtidos
de plantulas com 10 dias de
cultivo in vitro.

Obtengao de culturas
assépticas: segmentos
nodais de 2-4 cm de
comprimento e 0,4-0,8 cm
em diametro.

Indugéo de calos: segmentos
de 4-5 mm obtidos de brotos
com 3-4 cm.

Segmentos (nés e

internédios) de 2 mm de
comprimento, obtidos de
brotos cultivados in vitro.

Pseudoespiguetas

Espiguetas; Embrido zigético

Indugao de calos: MS + sacarose (6%) + caseina hidrolisada
(1,0 mg.L") + 2,4-D (30 mg.L"") + Cinetina (2,0 mg.L™") + Agar (0,7%),
pH 5,7.

Indugao de calos: MS + sacarose (6%) + 2,4-D (30 mg.L™") +
Cinetina (2,0 mg.L") + Caseina hidrolisada (1,0 mg.L"") +
Agar (0,7%), pH 5,7.

Indug&o de calos: MS + sacarose (3%) + Cinetina (0,25 mg.L™") +
2,4-D (30 mg.L") + Agar (0,8%).

Subcultivo/manutengado de calos: meio de indugdo; ou meio de
regeneragdo composto de MS (50%) + sacarose (3%) + Cinetina
(0,5 mg.L") +2,4-D (2,0 mg.L™") + sulfato de adenina (10 mg.L™") +
Agar (0,8%). Subcultivos a intervalos de quatro semanas.
Enraizamento: MS (50%) + sacarose (2%).

Obteng&o de brotos: MS (50%) + sacarose (3%) + Agar (0,8%).
Indugéo de calos: MS (50%) + BA, 2,4-D e ANA (2 mg.L™").
Proliferagdo/manutengéo de calos: MS + BA e 2,4-D (1 mg.L™).
Subcultivos a cada 4 semanas.

Diferenciagao de embrioides: MS (50%) + BA (2,5 mg.L™).
Maturag&o e germinagdo/formagao de brotos: MS + BA e 2,4-D
(1,0mg.L") + GA3 (0,5 mg.L™").

0Os meios foram adicionados de sacarose (3%) e Agar (0,8%), pH 5,7

Indugéo: sacarose (1,5-4,56%) + TDZ (0,455 uM). Subcultivos a
intervalos de dois meses, por seis meses.

Manuteng&o de calos: sacarose (4,5%) + Cinetina (9,2 pM) +
2,4-D (13,6 uM) + agua de coco verde (0,1%).

Germinagao dos embrides somaticos (e.s.): sacarose (3%) +
TDZ (0,046 ou 0,455 pM).

Nas etapas, foi usado o meio MS + Gelrite (2,2 g L-1), pH 5,7.

Indugdo de calos: sacarose (3%) + 2,4-D (4,5 uM), por 4 semanas.
Multiplicagdo/regeneragéo: BAP (5 mg.L™"), com redugao para

1 mg.L" nos ultimos subcultivos.

Nas etapas, foi usado o meio MS + Gelrite (0,16%), pH 5,7.

Inducdo: NB e N6 + 2,4-D (4 mg.L™"), para espiguetas e embrides.
Enraizamento: MS + ANA (2 mg.L™).



Linhas embriogénicas foram formadas a partir de calos brancos a amarelados,
com estruturas nodulares, compactos, e células com citoplasma rico em

graos de amido. O potencial embriogénico de tecidos de calos compactos e
organizados foi mantido por mais do que 16 meses. Embrioides foram obtidos a
partir de estruturas nodulares e germinaram espontaneamente em meio com ou
sem reguladores de crescimento. Anélises de microscopia de luz e microscopia
eletrénica de varredura revelaram embrioides com escutelo, meristema apical do
broto, coledptilo e coleorriza.

As plantas foram aclimatizadas com sucesso, e transplantadas para solo sem
aclimatizagao.

Inflorescéncias jovens apresentam alta capacidade de indug&o de calos

e regeneragao de embrides somaticos. Calos embriogénicos podem ser
subcultivados e mantidos por até 16 meses sem perda de totipoténcia.
Fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura caracterizaram
embrioides com coledptilo e um escultelo. Estruturas nodulares foram obtidas de
segmentos de raizes, porém houve a formagéo de plantas albinas.

A obtengdo de embriGes somaticos foi eficiente nas espécies estudadas. Foi
obtida alta porcentagem (95-98%) de conversdo em plantas normais, que foram
aclimatizadas com 95% de sobrevivéncia. A ocorréncia de plantas albinas foi
observada. O florescimento in vitro foi induzido.

Apenas calos compactos, nodulares e amarelados diferenciaram em embrides
somaticos. Andlises histoldgicas mostraram que embrioides foram originados
de meristemoides do parénquima xilematico. Calos embriogénicos podem ser
mantidos por periodos de dois anos sem perda de potencial embriogénico.

TDZ foi eficiente para indugado da embriogénese somaética e germinagéo dos e.s.,
que apresentaram alta (>80%) taxa de germinag&o. Plantas in vitro floresceram,
porém, o pdlen foi estéril. Nao foram observadas plantas albinas.

40% de regenerag@o em quatro meses. Plantas regeneradas foram uniformes e
com estabilidade genética (AFLP) e de ploidia (citometria de fluxo). Comparado a
micropropagagao convencional, a redugao nos custos foi de 57%.

Meio NB e N6 induziram 87,30% e 76,27% de calos. Aproximadamente 8% das
plantas foram albinas, e mosaicos foram ocasionalmente observados. Plantas
enraizadas foram aclimatizadas com 70% de sucesso.
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Dendrocalamus
hamiltonii

Bambusa nutans
Wall.

Dendrocalamus
farinosus (Keng et

Keng f.) Chia et H.L.

Fung

Dendrocalamus
hamiltonii Nees et
Arn. Ex Munro

Dendrocalamus
latiflorus Munro

Moso bamboo
[Phyllostachys
heterocycla var.
pubescens (Mazel
exJ.

Houz.) Ohwi)

Embri&o zigético

Estabelecimento: segmento

nodal (3-4 cm)
Indugéo de calo

embriogénico: tecidos (4-5
mm), excisados da base de

brotagdes.

Enraizamento: brotos
individuais e clusters de 3-4

brotos.

Embrides zigéticos e seccdes
de 1 mm de espessura,
obtidos de sementes
maduras e brotos jovens.

Estabelecimento: segmento
nodal contendo gema axilar
Inducéo de calos: segmentos
transversais de brotos
assépticos (cerca de 5 mm)

Anteras

Embri&o zigdtico

Indugéo de calos: MS + 2,4-D (1,0-3,0 mg.L™")

Iniciagéo, diferenciagao e desenvolvimento de broto:

MS +BA (3 mg.L™") + Cinetina (3 mg.L™).

Diferenciagédo: MS + BA (2 mg.L™") + Cinetina e ANA (1 mg.L™").
Enraizamento: MS (50%) sacarose (3%) + AIB (5 mg.L™") + Gelrite
(0,25%).

Estabelecimento e multiplicagdo: MS+sacarose (3%) +

BAP (2 mg.L ") Agar(0,8%).

Indugéo de calos: MS + 2,4-D (5 mg.L™"). Maturag&o/convers&o:
MS+BAP e 2,4-D (1 mg L-1)+Ac. Ascorbico (20 mg.L")+
Glicose (2%).

Indugéo: MS + sacarose () +2,4,5-T (20 mg.L™") +

Cinetina (0,2 mg.L") + AIB (0,4 mg.L™").
Regeneragado/elongagdo/proliferagao de brotos: MS +
Cinetina (2,5 mg.L ") + AlA (0,5 mg.L™).

Enraizamento de brotos (3-4 cm): MS + AIB (0,4 mg.L™") +
AlA (0,25 mg L-1), por 15 dias.

Todos os meios foram suplementados com sacarose (3%) e
Aqgar (0,7%), pH 5,8.

Estabelecimento: MS (50%) sem reguladores de crescimento.
Indugdo e manutengao de calos: MS + sacarose (2%) + PhytagelTM
(0,2%) + BAP (5 uM) + 2,4-D (5 pM); fotoperiodo de 16h.

Indugao de calos: sais do meio M8 + ANA (5,37 uM) + BA (1,33 uM)
+ APA (110,17 uM), pH 5,8; pré-tratamento de 3 dias a 4 °C. Aditivos:
nitrato de prata, prolina, glutamina, caseina hidrolisada, maltose.
Diferenciagéo: M8 + Cinetina (2,32 uM) + BA (8,89 uM) +

ANA (1,08 uM) + APA (110,17 uM).

Enraizamento: MS (50% dos macronutrientes e ferro),
micronutrientes e vitaminas de B5 + sacarose (3%) +

Gelrite (0,25%).

Indugéo de calos: MS +2,4-D (4 mg.L™") + Zeatina (0,1 mg.L™").

Os meios foram suplementados com aminodcidos, glutamina e
caseina hidrolisada, pH 5,8, Agar (8 g.L").

Proliferagéo de calos: MS + 2,4-D (0,5-2,0 mg.L™"), subcultivo de

15 dias, por 4 meses.

Regeneragao de plantas: MS + Zeatina (5-7 mg.L™)

Enraizamento: MS + sacarose (3%) + ANA (2 mg.L") +

Zeatina (0,2 mg.L") + Agar (10 g.L").



Calos embriogénicos resultaram em 59,7% de desenvolvimento de brotos e
germinagao de embrides somaticos. Analises histolégicas demonstraram que
ambos embriogénese somatica e organogénese foram induzidos durante a
iniciagdo, diferenciagdo de brotos, e desenvolvimento de plantas. A razao de
plantas regeneradas via organogénese e embriogénese foi de 48:17.

Menor contaminagao foi obtida em meses com menor precipitagéo
pluviométrica. Maximo numero de brotos (11) foi observado com 2 mg.L! de BAP.
A substituigdo de sacarose por glicose (2%) favoreceu a manutengao em longo
prazo das culturas e conversao em plantas. Andlises histoldgicas de estruturas
nodulares revelaram a presenga de meristemaides e embrides somaticos. Entre
os regenerantes, 98.8% foram monomarficos por andlise AFLP, 1,2% foram off-
type. A sobrevivéncia ex vitro das plantas foi de 90%.

Aindugdo a partir de explantes obtidos de brotos jovens foi baixa (21 a 29,7%),

e 0s calos obtidos oxidaram e morreram apés duas semanas de cultivo. A
embriogénese somaética foi eficiente a partir de embrides zigéticos maturos, com
frequéncia de 95%. Brotos albinos foram observados. Plantas regeneradas foram
enraizadas e aclimatizadas com 90,1% de sobrevivéncia.

Andlises histoldgicas confirmaram a organizagéo bipolar (eixo coledptilo-
coleorriza) dos embrides somaticos. Explantes provenientes de plantas matrizes
com 10 anos de idade apresentam maiores resposta a embriogénese somatica.
Plantas regeneradas possuem caracteristicas fisiologicas e morfolégicas
semelhantes, ou superiores, as plantas matrizes em campo.

A maior taxa de calogénese foi 5,08+0,61%, e 28,3+4,29% de diferenciacao.
Anélise de citometria de fluxo demonstrou que a maioria (96/100) das plantas
regeneradas foram dodecaploides, trés hexaploides, e uma triploide. Plantas
dodecaploides tiveram maior contetdo de clorofila. As plantas tiveram 90% de
enraizamento e 95% de sobrevivéncia ex vitro.

Maior indugéo (50%) e formagao de calo embriogénico (15%) ocorreram em meio
MS aos 10-20 dias de cultivo. Calos embriogénicos mantiveram sua capacidade
de regeneragdo apds 12 meses de subcultivo. A regeneragdo em plantas foi cerca
de 5%. As plantas regeneradas foram aclimatizadas.
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De maneira geral, a propagacdo in vitro ou micropropagacdo de bambu
- que chamaremos aqui de convencional — ndo foge dos procedimentos bé-
sicos realizados para outras espécies: consiste basicamente em multiplicar
propagulos vegetativos em laboratério, sob condicSes de total assepsia, em
meio nutritivo especifico e condi¢Ses artificiais de luminosidade e tempe-
ratura (Singh et al,, 2013). Para isso, o processo convencional ¢ constituido
essencialmente de etapas distintas, porém dependentes e que podem ser as-
sim organizadas: i) Selecdo das plantas matrizes; ii) estabelecimento in vitro
de cultivos; iii) multiplicagdo/prolifera¢do de brotos; iv) enraizamento e; v)
aclimatizacdo.

Selecao de plantas matrizes - A escolha das plantas matrizes de onde sdo reti-
rados os propdgulos para o cultivo constitui a primeira etapa da micropropa-
gacio do bambu. E nesta etapa que a espécie, planta-modelo ou planta-ma-
triz que se quer propagar é escolhida. Ainda nessa etapa, o estado fisioldgico,
nutricional e sanitdrio das matrizes deve ser considerado, pois poderd exer-
cer influéncia negativa nas etapas posteriores da micropropagacéo.

A depender do propédgulo a ser utilizado, o ideal é dispor sempre de ma-
trizes em bancos ativos de germoplasma (BAG), cole¢des de trabalho, ou
melhor, jardins clonais, mantidos preferencialmente em casa de vegetacdo,
nas quais é possivel que se realizem praticas fitossanitdrias nas plantas antes
do processo de estabelecimento in vitro dos propagulos. Plantas em campo,
apesar de também poderem servir como fontes de propdgulos, estdo expostas
a condi¢des ambientais naturais, o que pode ocasionar niveis altos de conta-
minacdo no momento do estabelecimento in vitro.

Como um dos fatores primordiais do sucesso da técnica reside na obten-
¢do inicial de propdgulos vegetativos livres de contaminacdo, o estabeleci-
mento de microbrotos com pelo menos uma gema lateral pode ser facilita-
do quando as plantas matrizes sdo pulverizadas uma vez por semana com
fungicidas sistémicos de amplo espectro, como Carbendazim (10 mL/10 L
de 4gua), em condicSes de casa de vegetacdo, por pelo menos duas semanas,
antes da coleta do material para o estabelecimento.

Estabelecimento in vitro - Entende-se por explante qualquer fragmento de cé-
lula, tecido ou érgdo oriundo de partes vegetativas ou reprodutivas de uma
planta (chamada de planta-matriz) utilizado como material vegetal inicial ao
cultivo in vitro. Assim como para as demais espécies, em principio qualquer
tipo de propédgulo vegetativo, desde que vivo, pode ser empregado para ini-
ciar a propagagdo in vitro do bambu. Porém, na pratica, utilizam-se as partes



vegetativas da planta-matriz que contém os pontos ativos de crescimento da
planta, ou seja, com porcdo de tecido meristemdtico, o que ocorre principal-
mente a partir de propagulos obtidos de brotacdes mais novas.

Para a micropropagacdo de bambus, vérios tipos de propagulos tém sido
empregados para o inicio do cultivo, sendo os mais utilizados aqueles prove-
nientes da germinacdo de sementes, dpices caulinares e microestacas com ge-
mas axilares, neste ultimo caso necessariamente obtidos de brota¢des jovens
coletadas da planta-matriz adulta (veja a figura 1 e a tabela 1).

Recomenda-se que a coleta seja realizada preferencialmente no mesmo
dia do estabelecimento in vitro para evitar a desidratacdo dos tecidos, que
no caso do bambu ¢é rapida e pode prejudicar a viabilidade dos explantes.
Nesta fase, deve-se considerar também a estacdo do ano, que pode interferir
ndo apenas nas taxas de contaminacdo do material, mas também nos niveis
hormonais e na concentracdo de polifendis das plantas. Um correto estudo
sobre a época do ano mais favoravel a coleta do material pode melhorar os
indices de estabelecimento, além de facilitar o planejamento das coletas, a
organizacdo das etapas de cultivo e o uso da méio de obra no laboratério.

Como os vdrios tipos de propagulos podem ser empregados para o ini-
cio do cultivo, diversos protocolos voltados & desinfestacdo dos propagulos
vegetativos podem ser utilizados. Todos eles tém o objetivo de eliminar as
contaminacdes microbianas presentes no material, especialmente fungos,
bactérias e leveduras, e permitir que o material propagativo escolhido possa
ser estabelecido para o inicio do cultivo in vitro.

A assepsia dos propagulos vegetativos de bambu tem inicio a partir da co-
leta de brotagdes jovens (5-10 cm) de plantas matrizes em casa de vegetagio,
removendo-se parte das folhas, ainda em ambiente externo. As brotacdes ob-
tidas sdo entdo levadas para o laboratério, onde as folhas e bainhas (que reco-
brem o broto) sdo retiradas no sentido da base para o dpice, de modo a obter
somente a haste ou talo caulinar, contendo as gemas e/ou o dpice caulinar.
Em seguida, com o auxilio de tesoura ou bisturi, as brota¢es sdo cortadas em
tamanhos menores (0,5 a 1,0 cm), deixando-se pelo menos uma gema lateral,
quando entdo sdo preparadas para a desinfestacdo em cAmara de fluxo laminar.

O tempo de exposicdo dos explantes as substdncias desinfestantes, assim
como a concentracgdo a ser utilizada, depende do material em questdo. Por
tratar-se de material lenhoso (no caso de microestacas) e resistente (no caso
de sementes), no Laboratério de Cultura de Tecidos II da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (LCTII/Embrapa Recursos Genéticos e Biotecno-
logia), o protocolo de desinfestagdo utilizado consiste na imersdo dos pro-
pagulos (tanto sementes como microestacas) em alcool etilico (70%) por um
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Figura 1. Aspectos da propagacgao in vitro de bambu
(A) sementes de bambu como fonte de propagulos; (B) semente de bambu ger-
minada in vitro; (C) planta de bambu originaria de germinagao;
(D) Planta-matriz de bambu em casa de vegetagao; (E) Microestacas coletadas
de plantas matrizes como fonte de propagulo; (F) Microestaca estabelecida in
vitro; (G) Microestaca estabelecida in vitro apresentando contaminagao

minuto, seguido de 20 minutos em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI)
(2,5% de cloro ativo), e/ou, cinco minutos em bicloreto de merctrio (HgCl2)
(0,1%) e 60 minutos em solugédo fungica (Carbendazim 1,0 mL/L). Um tempo
maior de exposicdo ou o uso de concentra¢Ses mais elevadas dos produtos
pode ocasionar a “queima” dos explantes ou causar injdrias as sementes, assim
como aumentar a possibilidade de oxidacdo dos tecidos in vitro, inviabilizando
o desenvolvimento posterior dos propagulos. Para a retirada do excesso dos
produtos, tanto as brotagdes como as sementes sdo lavadas em dgua destilada
e esterilizada por pelo menos trés vezes. Em se utilizando microestacas com
gema axilar, promove-se imediatamente o corte das extremidades destas afeta-
das pelos produtos desinfestantes (até 3 mm), sendo as mesmas individualmen-
te transferidas para tubos de ensaio (25 x 150 mm) preenchidos com 10mL de
meio de MS (Murashige & Skoog, 1962) para desenvolvimento.

Multiplicagao/proliferagao de brotos - Terminado o periodo de estabelecimen-
to in vitro, que pode variar de quatro a oito semanas, os propagulos vegetati-
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Figura 1 (continuagao). Aspectos da propagacgao in vitro de bambu
(H) Frascos com brotagdes de bambu sob multiplicagao in vitro; (1) Aspecto de
frascos de cultura liquida cultivados com bambu apresentando fraca, moderada
ou forte oxidagao fendlica; (J) Brotos de bambu apresentado folhas com
coloragao amarelada e meio de cultura oxidado, evidenciando culturas velhas;
(K-L) biorreator R.|.T.A.® com propagulos de bambu sob multiplicagao;
(M) Calo primario induzido em bambu durante a indugao da embriogénese
somatica, género Guadua; (N) Aspecto de calo embriogénico induzido
em Guadua sp.; (0) Plantas de bambu provenientes da micropropagacgao
aclimatizadas em casa de vegetagao; (P) Aspecto de planta de bambu
micropropagada em casa de vegetagao apresentando perfilhamento

vos livres de contaminacdo e com brota¢des aparentes e bem desenvolvidas
sdo transferidos para meio de multiplicacdo, no qual, apés quatro a 12 sema-
nas, a depender da espécie, formam-se novas brotagSes a partir de maltiplas
brotagdes axilares. Estas, por sua vez, podem ser novamente subcultivadas
para obtencdo de mais material propagativo. De fato, nesta etapa, inime-
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ros subcultivos podem ocorrer até se atingir o nimero desejado de plantas
que, por serem multiplicadas vegetativamente por meio de tecido somadtico,
garantem a obtencdo de individuos com idéntica composicdo genética da
planta-matriz (clone).

A etapa de multiplicagdo ocorre a partir do momento em que os explantes
sdo inoculados em meio de cultura contendo citocininas, como 6-benzilami-
nopurina (BAP), cinetina (KIN), tiadizuron (TDZ) ou metatopolina (mT), po-
dendo ser combinadas ou nio com auxinas em baixas concentracdes, como
dcido naftalenoacético (ANA), dcido indolbutirico (AIB) e 4cido indol-3-acéti-
co (AIA), dependendo da espécie e do tipo de explante utilizado (vide tabela 1).

No LCTII/Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, os cultivos in vi-
tro tém sido desenvolvidos em sala de crescimento com temperatura de 25+ 2
°C, intensidade luminosa de 52 pmol.m™.:s™ e 16 horas de fotoperiodo. Por
vezes com algumas varia¢Ses, o meio de cultura basico utilizado para a mul-
tiplicacdo tem sido o de Murashige e Skoog (1962), de consisténcia liquida,
acrescido de BAP (3,0 a 4,5 mg.L"") ou mT (3,5 a 3,0 mg.L"). O pH ¢ ajustado
para 5,8+0,1 antes da esterilizacdo do meio de cultura, a qual é realizada por
autoclavagem (121 °C por 20 minutos e sob 1,5 atm). Em razdo do vigoroso
crescimento, nesta etapa utilizam-se frascos de maior capacidade em volume
(600 a 800 mL) que os usados convencionalmente (250 mL), com os frascos
preenchidos com 50 a 100 mL de meio de cultura.

Ap6os geralmente quatro a oito semanas, os explantes primdrios e as brota-
¢bes produzidas (agregados de brotos ou multibrotacdes) sdo individualiza-
dos ou divididos (sempre que possivel) em agregados menores e/ou microes-
tacas (dependendo da espécie), submetidos a uma poda das folhas (evitando
a retirada completa) e raizes (deixando cerca de 1,0 cm), além da retirada
do excesso de porcdes oxidadas, e transferidos para novo meio de cultura,
até que os mesmos procedimentos sejam novamente demandados. Sucessi-
vas transferéncias das brotacdes para novo meio de mesma constituicdo sdo
conhecidas como subcultivos, repicagens ou ciclos de multiplicacdo, os quais
podem ter uma duracdo média de quatro, oito ou até dezesseis semanas, a
depender da espécie trabalhada.

Os subcultivos sdo também necessdrios devido ao esgotamento dos cons-
tituintes do meio de cultura (carboidrato, sais minerais e vitaminas), além do
actimulo de compostos como o etileno e os polifendis, que podem ser deleté-
rios a cultura. Sugere-se que os subcultivos sejam limitados entre seis e oito
para evitar ou reduzir a possibilidade de aparecimento de plantas atipicas e
que, por seguranga, o material vegetal seja renovado pelo menos uma vez por
ano com novo estabelecimento de material do campo.



Mesmo que ndo haja contaminagio aparente durante o estabelecimento
do material vegetal in vitro, bactérias podem se desenvolver em subcultivos
mais avangados de multiplicag8o. Por isso, para evitar que o trabalho de vé-
rios subcultivos seja prejudicado ou perdido com o aparecimento de conta-
minantes, testes simples de indexacdo dos materiais sdo indicados. Além de
ser um indicativo da eficiéncia ou ndo do protocolo de descontaminacéo, a
indexacdo do material apds determinado periodo de estabelecimento e nos
subcultivos é importante para indicar a fonte da contaminacdo, uma vez que
o aparecimento de contaminantes durante o subcultivo pode ser um indica-
tivo da manipula¢fo inadequada do material pelos operadores (Camara et
al, 2010).

Para a deteccdo dos contaminantes, recomenda-se o uso de meios de cul-
tura enriquecidos, nos quais sdo semeadas ou cultivadas amostras do material
em estudo. Partindo-se de material aparentemente asséptico e j4 estabeleci-
do, a parte interna recém-dividida do explante no subcultivo é suavemente
tocada com uma alca de platina ou com a ldmina do bisturi. Em seguida, a
alca ou a ldmina é cuidadosamente colocada em contato com a superficie do
meio de cultura escolhido para o teste, promovendo, assim, a semeadura de
possiveis contaminantes. E possivel também que essa semeadura seja feita de
forma direta, tocando-se com a superficie do explante recém-cortado o meio
de cultura enriquecido. Sinais de crescimento microbiano neste meio apds
alguns dias da semeadura sdo um indicativo de que o material estd contami-
nado, embora em meio de estabelecimento ou de multiplicacdo esse aspecto
possa nio ser evidente (Scherwinski-Pereira & Alterthum, 2010).

Por outro lado, é possivel fazer a indexagdo das plantas durante os sub-
cultivos por meio de partes do explante. Este método consiste em cultivar
as extremidades dos explantes no momento em que estes sdo subcultivados
para um novo meio de cultura, preferencialmente enriquecido. Este método
¢ mais confidvel que o anterior pelo fato de que, havendo presenca de con-
taminantes, estes se desenvolvem préximo ao explante, eliminando possiveis
dtvidas sobre a origem da contaminacéo.

Enraizamento dos brotos - Durante a fase de multiplicacdo, o uso frequente
de citocininas no meio de cultura, com o objetivo de incrementar as taxas
de multiplicacdo, resulta muitas vezes em brotacdes de tamanho reduzido,
desprovidas ou com poucas raizes e, ndo raramente, com raizes pouco fun-
cionais, devido ao efeito cumulativo do regulador de crescimento. Assim, é
sempre recomenddvel que uma fase intermedidria de enraizamento seja rea-
lizada durante a micropropagacdo do bambu, uma vez que a obtencio de um
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sistema radicular bem formado e funcional vai favorecer a sobrevivéncia e o
crescimento ex vitro das plantas, evitando possiveis perdas por morte durante
a aclimatizacio.

Em bambu, a maioria dos trabalhos de micropropagacio tem realizado o
enraizamento das brotacdes utilizando a formulacio basica do meio de Mu-
rashige e Skoog (1962), com a suplementacdo do meio com auxinas exégenas,
como 4cido naftalenoacético (ANA) e dcido indolbutirico (AIB). Em alguns
casos, a reducdo de 50% dos sais do meio de MS, bem como o uso do meio
desprovido de auxinas também tem sido reportada.

Como regra geral, raizes curtas sdo mais desejdveis, pois, além de faci-
litarem seu manuseio no momento do plantio, normalmente estdo numa
fase de crescimento ativo, o que facilita a sobrevivéncia da planta. Por isso,
discutem-se também os efeitos do tempo de permanéncia das brotacdes no
meio de enraizamento com auxinas sobre a eficiéncia do enraizamento e
posterior sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizacdo (Agnihotri &
Nandi, 2009), uma vez que o aumento do tempo de permanéncia das raizes
em meio de cultura pode proporcionar um rdpido envelhecimento nas mes-
mas, tornando-as menos funcionais.

Entende-se que a etapa de enraizamento é uma etapa realizada classica-
mente sob condi¢des in vitro, fato que, sem duvida, aumenta o processo de
manipulacdo e o tempo de permanéncia do cultivo in vitro, com consequente
aumento dos custos de produ¢do. Assim, embora pouco relatado na litera-
tura, o enraizamento ex vitro diretamente em substrato pode ser uma alter-
nativa para algumas espécies de bambu que apresentem facilidade de enrai-
zamento e sobrevivéncia em casa de vegetagdo. Salienta-se, contudo, que o
uso desta técnica de propagacio vegetativa é altamente dependente do tipo
de auxina ou substancia indutora do enraizamento, do substrato a ser utili-
zado e das condi¢des ambientais do local, os quais devem ser previamente
definidos antes do inicio dos trabalhos (Scherwinski-Pereira & Fortes, 2004;
Fermino Junior et al,, 2011).

Transplantio e aclimatizagao - A etapa de transplantio e aclimatiza¢do com-
preende a transferéncia das plantas produzidas em condic¢Ses do cultivo in
vitro para um ambiente externo (casa de vegetacio) para seu crescimento e
desenvolvimento. Trata-se de uma das etapas mais importantes do processo e
deve ser feita com cuidado para evitar perdas significativas. Para laboratérios
que produzem milhares de plantas micropropagadas regularmente, a otimi-
zagdo da fase de aclimatizacdo é de fundamental importincia para evitar esse
prejuizo.



Durante as etapas in vitro, brotagdes e plantas de bambu se desenvolvem
sob condi¢Ses controladas e totalmente artificiais (temperatura 25:2 °C; ra-
diacdo luminosa em torno de 50 pmol.m™s™*; fotoperiodo de 16 horas). En-
tdo, quando sdo aclimatizadas, ficam sujeitas a forte estresse ambiental, que
pode levar 4 morte. Além da baixa atividade fotossintética, as plantas produ-
zidas in vitro apresentam modificacdes qualitativas e quantitativas em sua
composi¢do anatdmica, ficando sensiveis a grandes perdas de 4gua por trans-
piragdo, o que pode ocasionar baixa sobrevivéncia no transplantio. Assim, o
sucesso final da micropropagacdo em bambu depende ndo apenas da correta
conducdo das fases in vitro, mas, sobretudo, da capacidade das plantas produ-
zidas em superar sua transferéncia para condi¢des ex vitro (Valero-Aracama
et al., 2007; Yokota et al., 2007).

Outro aspecto a ser considerado na fase de aclimatizacdo refere-se ao
padrdo de crescimento. Ao sofrer mudanca abrupta de ambiente, normal-
mente as plantas cessam ou reduzem o crescimento até que se adaptem as
novas condi¢Bes. Por outro lado, o rdpido crescimento na aclimatizagdo
pode contribuir significativamente para que mudas micropropagadas sejam
disponibilizadas aos interessados de forma mais rdpida e barata. Para tanto,
¢ fundamental otimizar as condi¢8es ambientais irn vitro e ex vitro, cuidar do
momento do transplantio, manejar corretamente e escolher adequadamente
os substratos e recipientes (Scherwinski-Pereira et al.,, 2001a,b,c).

No caso dos substratos, suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
podem facilitar ou limitar a sobrevivéncia, a formacdo de novas raizes e o
crescimento das plantas. Além disso, a escolha dos materiais deve observar
também seu custo e disponibilidade.

Para o bambu, o processo de aclimatizacdo consiste basicamente na remo-
¢do das plantas dos frascos de cultivo, lavagem das raizes em 4gua corrente
para remocdo do residuo de meio de cultivo aderido, individualizagdo das
plantas, poda das raizes, transplantio para recipientes (tubetes ou bandejas
coletivas) contendo substrato adequado e transferéncia para casa de vegeta-
¢do ou telado. No LCTII/Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, o
substrato utilizado para a aclimatizacdo tem sido a mistura de um substrato
comercial (Bioplant®) e areia lavada, em volumes que variam de 1:1 a 3:1
v/v. Adicionalmente, antes de seguirem para a casa de vegetacdo, as mudas
sdo pré-aclimatizadas por pelo menos duas a quatro semanas em cdmaras de
crescimento com temperatura, fotoperiodo e radiacdo controlados (251 °C;
20 pmol.m™.s™% 12 horas, respectivamente).

Em alguns casos, pode ser feita uma pré-aclimatizacdo das mudas ante-
riormente ao transplantio pela abertura dos frascos ainda na sala de cresci-
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mento por algumas horas ou mesmo dias, ou, ainda, pela utilizagdo da luz
solar ou natural na fase de enraizamento in vitro (Talavera et al,, 2005). Tais

praticas podem proporcionar bons resultados quanto & rustificacdo® das
plantas ainda in vitro.

A metodologia tradicional de micropropagacéo do bambu, des-
crita acima, baseia-se em cultivos realizados em pequenos recipientes e, a de-
pender do protocolo utilizado, demanda grande mao-de-obra. Assim, parece
evidente que tais métodos sdo ainda limitados técnica e economicamente
quando se pensa em propagacdo comercial e producdo em massa de mudas.
E imprescindivel, portanto, que se avance nos trabalhos sobre a propagacio
in vitro de bambu pelo aprofundamento das quest&es de viabilidade de tais
protocolos para produgdo de mudas em larga escala, utilizando-se para isso
técnicas como cultivo em suspensdo e meios de cultura de consisténcia liqui-
da, biorreatores e embriogénese somdtica.

Meios de consisténcia liquida - Na busca da maior eficiéncia no processo de pro-
pagacédo de plantas em laboratdrio, pesquisadores tém testado a substituicdo
do meio gelificado pelo meio liquido. Apesar de meios liquidos serem citados
desde os primérdios da cultura de tecidos de plantas com os trabalhos de Ha-
berlandt (1902), as discussSes sobre o uso de meios de consisténcia liquida para
a rdpida propagacéo de plantas tiveram inicio na década de 1970, quando Ben-
-Jaacov e Langhans (1972) estimaram que o uso de meios liquidos e cultivos
em suspensdo em crisintemo poderiam proporcionar a produgdo anual de até
100 mil novas plantas, partindo-se de um tnico propdgulo estabelecido in vitro.
De fato, o uso de meios liquidos pode proporcionar incrementos significativos
na taxa de multiplicacdo vegetal, a depender da espécie desejada, uma vez que
nem todas elas podem ser adaptadas ao sistema liquido.

A utilizacdo dos meios liquidos pode reduzir os custos de producdo de
plantas in vitro, além de permitir a automagéo (Alvard et al, 1993). O meio
liquido oferece condi¢des uniformes as culturas, podendo ser facilmente re-
novado sem alterar o recipiente. Além disso, também facilita o uso de um
maior volume de meio — possibilitando o uso de recipientes maiores do que
quando se usa meios gelificados — e reduz o tempo de transferéncia dos pro-
pagulos nos subcultivos, j4 que ndo hd necessidade de posicionar o explante

1 Prética ou conjunto de préaticas para tornar as plantas mais resistentes as diferentes condigdes de estres-
se que podem ocorrer no pés-plantio.



de maneira vertical, apenas coloci-lo em contato com o meio. Note-se tam-
bém que varias espécies apresentam melhor desempenho propagativo quan-
do cultivadas em meio liquido, devido ao maior contato dos explantes com
o meio de cultura e, portanto, a maior disponibilidade de nutrientes para os
cultivos (Berthouly & Etienne, 2005; Garcia-Ramirez et al., 2011).

Apesar dos resultados promissores, o uso de sistemas utilizando meios
liquidos ainda ndo é uma técnica rotineira para a propagacio de espécies de
maior interesse econémico, embora para a cultura de bambu j4 seja uma rea-
lidade, com protocolos bastante adiantados quanto ao seu uso (vide tabela 1).

Embriogénese somatica - Embriogénese somadtica, adventicia ou assexual é
o processo pelo qual embrides se desenvolvem a partir de tecidos sométi-
cos, com estrutura genética semelhante ao material de origem (Williams &
Maheswaran, 1986). Uma particularidade dos embriGes somdticos ¢ a simi-
laridade com os embrides zigéticos encontrados naturalmente — aliada a sua
bipolaridade (estrutura constituida de dpice caulinar e radicular), essa ca-
racteristica os difere dos propdgulos obtidos por organogénese e torna-os
capazes de originar plantas completas (Dodeman et al., 1997).

De fato, a embriogénese somdtica ¢ uma das técnicas de micropropagacdo
mais promissoras dos tltimos tempos (Saleh & Scherwinski-Pereira, 2016).
Uma vez dominada para a espécie que se quer trabalhar, a técnica apresen-
ta intmeras vantagens em relacdo aos métodos tradicionais de propagacdo
in vitro, entre as quais se pode destacar a possibilidade de multiplicacdo em
larga escala de plantas-matrizes selecionadas, a producdo de um elevado na-
mero de propdgulos (embrides somdticos) em pequenos espagos fisicos, a
possibilidade de armazenamento dos propagulos por médio-longo periodo
de tempo via manutenc¢do de cole¢des in vitro e criopreservagdo e a sincroni-
zag8o da producdo das mudas, além da possibilidade de um alto grau de auto-
matizagdo do processo pelo uso, por exemplo, de biorreatores (Von Arnold,
2008; Zimmermann, 2014).

Em bambu, a producdo de embriSes somaticos e regeneracdo destes em
plantas utilizando-se propdgulos, como embrides zigdticos maduros e ima-
turos, anteras, inflorescéncias, folhas e sementes ja foram descritas na lite-
ratura (tabela 2). Portanto, a escolha de um ou outro explante para o inicio
dos trabalhos pode depender ndo somente da espécie a ser trabalhada, mas
também da disponibilidade de materiais que servirdo como propdgulos. Ex-
plantes provenientes de sementes e inflorescéncias, por exemplo, apesar de
serem responsivos para trabalhos de embriogénese somdtica, podem ser limi-
tantes em razdo da baixa disponibilidade de acesso.
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Como diferentes tipos de propagulos podem ser utilizados para a indugéo
da embriogénese somadtica, a literatura também ¢ farta quanto aos protoco-
los utilizados. No entanto, basicamente os processos de induc¢do, multiplica-
cdo, diferenciacdo e regeneracdo dos embriGes somaticos sdo realizados em
meios de cultura especificos para cada etapa.

Durante as diferentes fases do processo embriogénico, podem ser utili-
zados diferentes meios nutritivos de cultivo, como o de MS, N6, ou ainda o
Bs. No entanto, o meio de MS parece ser o mais utilizado, proporcionando
respostas positivas nas diferentes fases do processo. Vale notar que cada eta-
pa é dependente do coerente balanco de reguladores de crescimento - calos
embriogénicos em bambu sdo induzidos, usualmente, em meio de cultura
com auxinas (como 2,4-D, picloram e dicamba) em concentra¢des variadas, a
depender da espécie e do tipo de propdgulo utilizado. Assim como na maio-
ria dos trabalhos que utilizam a embriogénese somadtica para a propagagio
de plantas, os estdgios posteriores de multiplicacdo, diferenciacdo e regene-
racdo de bambus sdo geralmente alcancados com a redu¢do das concentra-
¢Oes de auxinas e o aumento de citocininas no meio de cultura. No LCTII/
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, a indugdo de calos primdrios
e embriogénicos em espécies do género Guadua tem sido obtida com o uso
do meio de MS adicionado de picloram e 2,4-D, cujas concentragdes sdo di-
minuidas no decorrer das etapas.

Finalmente, é importante ressaltar que, apesar do potencial de utilizacdo
e da grande aplicabilidade futura da técnica, os trabalhos de embriogénese
somdtica em bambu ainda estdo engatinhando quanto ao seu uso e aplicagdo
em nivel comercial. Faz-se necessdria reforcada carga de pesquisa cientifica
para que novos e mais eficientes protocolos sejam desenvolvidos.

Uso de biorreatores - Embora seja um termo facilmente identificavel por pro-
fissionais da drea, o termo “biorreatores” é dificil de ser conceituado preci-
samente. Seu uso parte da tentativa de se aperfeicoar a producéo de plantas
in vitro, uma vez que sua grande vantagem como sistema de propagacdo ¢é
a possibilidade de reduzir a necessidade de manipulacdo dos cultivos e os
custos de méo-de-obra, além de permitir a semiautomatizacio de etapas da
produgio. Essas estruturas utilizam meios nutritivos de consisténcia liquida
e podem ser de imersdo temporaria ou permanente (Teisson et al,, 1995).

Os biorreatores foram originalmente desenvolvidos para o cultivo de cé-
lulas vivas e microrganismos visando a fermentagdo e 4 producdo de meta-
bolitos secunddrios para fins industriais. Um dos primeiros relatos sobre o
uso de biorreatores foi feito por Takayama e Misawa (1981) na propagacéo in



vitro de begdnias. Desde entdo, vem crescendo a utilizagdo de biorreatores na
producdo de mudas em larga escala de diversas espécies vegetais.

Diversas vantagens sdo atribuidas ao uso de biorreatores na micropro-
pagacdo de plantas, destacando-se: o aumento do controle das condi¢Ses
de cultivo in vitro; a possibilidade de renovacdo da atmosfera das culturas;
a reducdo da quantidade de recipientes utilizados e do espaco laboratorial
necessario; a facilidade de manipulacdo das culturas; a facilidade de as cul-
turas absorverem nutrientes pelo contato quase constante de toda superfi-
cie do explante com o meio nutritivo, aumentando as taxas de crescimento
e de biomassa dos cultivos; a estimulagdo do crescimento das plantas pelo
espago maior proporcionado pelo sistema; e a possibilidade de mudanga e
adequacdo do meio de cultura, de acordo com o estddio de desenvolvimento
(Teixeira & Cid, 2014).

A maioria dos trabalhos existentes baseia-se no uso de biorreatores de
imersdo tempordria, que podem se apresentar em diversas formas e modelos.
Apesar das importantes vantagens, o nimero de trabalhos com biorreatores
para a cultura do bambu ainda é infimo - o que sugere ser este um campo a
ser explorado.

Conclusoes

A literatura tem sido farta em mostrar as vantagens e limita¢des do uso de
técnicas de micropropagacdo para a reproducdo vegetativa de um grande
numero de espécies de plantas. Em bambu, diversos protocolos bésicos re-
ferentes & propagacdo in vitro também vém sendo publicados, e seu desafio
¢ tornar a técnica eficiente para a producido de mudas em larga escala, atin-
gindo milhares de plantas por ano. Dado que as técnicas cldssicas sdo pouco
produtivas, a micropropagacdo ¢, entre as técnicas conhecidas, possivelmen-
te a Unica capaz de permitir que o bambu seja propagado em tal escala para
atender a demanda de um negécio cada vez mais exigente quanto a quanti-
dade e qualidade de mudas. Assim, parece evidente que o aperfeicoamento
de etapas dos protocolos de micropropagacdo convencionais, sobretudo a
de estabelecimento in vitro, o uso de meios liquidos e o desenvolvimento de
protocolos para a propagagdo por embriogénese somadtica, associados ao uso
de biorreatores, parecem ser o caminho estratégico para que a cultura seja
produzida em escala comercial.
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