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PROCESSO DE MICROPROPAGACAO VEGETAL COM UTILIZACAO DE
BRASSINOESTEROIDES

Introducéo

Brassinoesterdides séo esterdides vegetais essenciais para o crescimento e o
desenvolvimento dos organismos que os produzem, que apresentam um
grupamento oxigénio no carbono 3 e grupamentos oxigénio adicionais em um
ou mais dos atomos de carbono C-2, C-8, C-22 e C-23 (Bishop & Yckota
2001).

A ampla ocorréncia de brassinoesterdides em plantas, juntamente com as
acentuadas respostas fisiologicas de plantas a aplicagbes exégenas de
brassinoesterdides, e a andlise genética e molecular de mutantes genéticos
deficientes na biossintese e/ou no mecanismo de transdugdo de sinal de
brassinoesterdides resultaram no reconhecimento de que os brassinoestersdides
se constituem em uma nova classe de reguladores do crescimento vegetal
(Clouse & Sasse, 1998; Mussig & Altmann, 1999; Yokota, 1997).

Campo de aplicacio da invencig

A proliferagéo de brotagbes laterais tem-se mostrado como uma ferramenta
poderosa para o aumento da taxa de propagagdo clonal in vitro {Shekhawat ef
al, 1993), e consequentemente para a redugdo dos custos de producéo
associados a utilizagd@o da técnica de propagagéo clonal in vifro, para diversas
espécies vegetais. O processo de micropropagacdo inventado aumenta
significativamente a taxa de propagagdo in vitro de espécies vegetais de
elevado valor econdmico e pode ser aplicada com sucesso em plantas
lenhosas, com isso possibilitando acelerar programas de melhoramento
genético de espécies destinadas a producdo de papel e celulose, por exemplo,
além de permitir a propagacéo rapida e em grande escala de material vegetal
com caracteristicas genéticas superiores, viabilizando sua utilizacdo comercial
em pericdo mais curto de tempo.

A utilizagdo de brassinoesterdides para o aprimoramento da técnica de
propagacdo clonal in vitro descrita possibilita a disponibilizagdo em nivel
comercial, em periodo de tempo mais curto, de gendtipos-elite de plantas

oriundas de programas de selegdo e de melhoramento genético, além de
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permitir a propagacgdo rapida e em grande escala de espécies de plantas
amegadas de extingdo ou que apresentam dificuldade de reprodugéo por outros
métodos naturais ou artificiais. O aprimoramento da técnica de propagacéo
clonal in vitro apresenta um grande avango tecnoldgico com aplicagées
principalmente na: 1. Agricultura, a exemplo da fruticultura (onde os pomares
clonais tipicamente apresentam maior produtividade quando comparados aos
pomares nédo clonais) e da floricultura {onde novas variedades continuamente
sdo criadas, requerendo portanto a utilizagdo de técnicas de propagagéo
eficientes); 2. Engenharia florestal, onde florestais clonais, altamente
produtivas, s@o utilizadas para finalidades diversas, como por exemplo, a
produggdo de celulose e papel, e producdo de energia nas indlstrias
siderurgicas; 3. Esforgos de conservacdo ambiental, onde espécies nativas
ameagadas de extingdo, que frequentemente apresentam dificuldade de
propagagéo por vias naturais e vias artificiais alternativas a propagacéo clonal
in vitro, podem ser eficientemente propagadas e utilizadas em programas de
repovoamento.

O aumento significativo na eficiéncia da técnica de propagagédo clonal in vitro,
advindo da utilizagdo de brassinoesterdides, apresenta carater inovativo ao
tornar teécnicas anteriormente disponiveis mas de aplicagdo pratica muito
limitada, como por exemplo para a micropropagagio comercial, vidveis para a
utilizagdo pratica, por exemplo, para a produgdo comercial de mudas de
macieira, além de outras espécies de interesse econdmico.

Estado da técnica

A proliferaghc de brotagdes laterais pode ser induzida em vegetais crescendo in
vitro através do emprego de diferentes formas de citocininas no meio de cultura,
todavia, a presenga de citocininas no meio de cultura ndo tem se mostrado
capaz de inibir a dominancia apical em varias espécies, especialmente de
plantas arbéreas (Huang ef al,, 1994), dificultando o emprego da técnica de
micropropagagao in vitro para fins comerciais, ou seja, a propagacao rapida e
em massa de gendtipos-glite gerados por programas de selegio efou
melhoramento genético.

Conhecidos os brassinoestersides por estimular o alongamento caulinar em
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ampla variedade de espécies vegetais (Zurek et al., 1984; Oh & Clouse 1998),
investigou-se a possibilidade destas moléculas estimularem a proliferacédo de

brotagdes laterais em plantas crescendo in vitro, com o aobjetivo de aprimorar a

técnica de micropropagacéo vegetal, O f
Objeto da invencao

Taxa de multiplicagdo in vifro, no casc do porta-enxerto de macieira
marubakaido (Malus prunifolia  {Willd.} Borkh, cultivar marubakaido),
essencialmente representa o nimero de novos ramos formados a partir de um
explante inicial, explante este tipicamente constituide por um segmenio nodal,
Essa taxa apresenta-se da ordem de 4 a 5 novos ramos por explante inicial do
porta-enxerto marubakaido, um ndmero reduzido, o que torna dificil a utilizagao
comercial da técnica de micropropagacgéo para este porta-enxerto.

Todavia, o tratamento de partes aéreas deste porta-enxerto cultivadas in vitro
resultou em aumento estatisticamente significativo.  Com uma solugédo de
etanol contende 500 nancgramas do derivado fluoretado da 28-
homocastasterona (5F-HCTS) na forma de microgota (5 microlitros), aplicada
sobre a nervura principal da folha mais préxima do apice caulinar (medindo no
minimo 2 milimetros de lagura) e deixada secar sobre o local de aplicagéo, em
contato com a atmosfera presente no ambiente asséptico onde a aplicagao &
feita, verificou-se aumento, ao nivel de 5% de probabilidade, de 112% na taxa
de multiplicagdo in vifro para o porta-enxerto de macieira (Figura 1).
Constatou-se, com isso, aumento na taxa de multiplicagdo devido
principalmente a um aumento de 238% no nimero de ramos laterais primarios
{Figura 2).

A Figura 2 apresenta diagrama da nomenclatura utilizada para denominar os
ramos formados a partir do explante original (segmento nodal) em funcéo de
sua posicdo com relagdo ao explante original: A - Explante original; B - Ramo
principal; C - Ramo lateral primario. As barras verticais na Figura 1 indicam o
erro-padrao.

Para um hibrido entre Eucalyptus grandis e E. urophylla, o tratamento de partes
aereas cultivadas in vitro com uma solugdo de acetona estéril contendo 10

microgramas por mililitro da forma nativa da 28-Homocastasterona (28-HGCTS),
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aplicada na forma de imersf@o, seguida de imediata secagem em papel
absorvente & retorno ao frasco de cultivo, resultou em aumento,
estatisticamente significativo ao nivel de 5% de probabilidade, de 72% na taxa
de multiplicagdo, sendo este aumento na taxa de mulliplicagdo devido
principalmente a um aumento de 88% no nlimere de ramos principais (ramos
gue tem origem diretamente a partir do explante original, Figura 2).

Estes resultados demonstram gque o uso de brassincesterdides aumenta a taxa
de multiplicagio vegetal in vitro significativamente e, a sua utilizagdo conforme
a invencdo ora descrita, permitir reduzir 0s custos do processo de clonagem in

vitro.
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO DE MICROPROPAGACAO VEGETAL COM UTILIZACAO DE
BRASSINOESTEROIDES, caracterizado por estimular a proliferacdo de
brotacdes laterais induzida em macieira e eucalipto crescendo in vitro, através
do emprego de brassinosterdides aplicados externamente em partes aéreas,
botanicamente caracterizadas pelo conjunto formado pelo caule e folhas,

cultivados in vitro.

2. PROCESSO DE MICROPROPAGAQAO VEGETAL COM UTILIZAQAO DE
BRASSINOESTEROIDES, caracterizado pelo uso de brassinosterdides que
apresentam grupamento oxigénio no carbono 3 e grupamentos oxigénio

adicionais em um ou mais dos atomos de carbono C-2, C-6, C-22 e C-23.

3. PROCESSO DE MICROPROPAGACAO VEGETAL COM UTILIZACAO DE
BRASSINOESTEROIDES, conforme as reivindicagdes 1 e 2, anteriores,
caracterizado pelo cultivo in vitro de segmentos nodais de um clone de porta
enxerto de maceira marubakaido em 40 mL de meio de cultura basico de
Murashige e Skoog, suplementado com 555 pyM de mio-inositol, 4,06 uM de
acido nicotinico, 2,43 uM de piridoxina-HCI, 26,64 uM de glicina, 6,25 pM de
tiamina-HCI, 2,2 uM de N°® -benziladenina, 3% (m/v) de sacarose e 0,6% (m/v)
de &gar; pH ajustado para 5,7 antes da autoclavagem; as culturas serem
distribuidas em uma sala de cultura de maneira completamente casualizada e a
estas ser fornecido fotoperiodo de 16 horas por meio de lampadas
fluorescentes do tipo branca-fria com densidade de fluxo de radiagéo
fotossinteticamente ativa de 40 umol m? s ™ no nivel das culturas, mantida a
umidade relativa do ar em 70+5% e a temperatura do ar em 27°+1.0°C, nas

proximidades dos frascos de cultivo.

4. PROCESSO DE MICROPROPAGAC}AO VEGETAL COM UTILIZAC}AO DE
BRASSINOESTEROIDES, conforme as reivindicagbes 1 e 2, acima,

caracterizado por ser aplicada, no 15° (décimo quinto) dia de cultivo, uma
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microgota (5 microlitros) de solucdo de etanol (95%, v/v) contendo 500
nanogramas de brassionoesterdide sobre a nervura principal da folha mais
proxima do apice caulinar, medindo no minimo 2 milimetros de largura, de
partes aéreas (caule + folhas) geradas a partir do segmento nodal cultivado in
vitro , e a solucdo ser deixada secar sobre o local de aplicacdo, em contato

com a atmosfera presente no ambiente asséptico onde sua aplicacao é feita.

5. PROCESSO DE MICROPROPAGACAO VEGETAL COM UTILIZACAO DE
BRASSINOESTEROIDES, conforme as reivindicagbes 3 ou 4, acima,
caracterizado por o brassionesterdide ser o derivado fluoretado da 28-
homoetilcastasterona (5F-HCTS).

6. PROCESSO DE MICROPROPAGAQAO VEGETAL COM UTILIZAQAO DE
BRASSINOESTEROIDES, conforme as reivindicagbes 3 ou 4, acima,

caracterizado pelo brassionesterdide 28-homocastasterona.

7. PROCESSO DE MICROPROPAGAQAO VEGETAL COM UTILIZAQAO DE
BRASSINOESTEROIDES, conforme a reivindicacdo 1, acima, caracterizado
pelo cultivo in vitro, por 15 dias, de segmentos nodais de um clone do hibrido
entre Eucalyptus grandis e E. urophylla em 40 mL de meio de cultura basico de
Murashige e Skoog, suplementado com 555 uM de mio-inositol, 4,06 uM de
acido nicotinico, 2,43 pM de piridoxina-HCI, 26,64 uM de glicina, 6,25 uM de
tiamina-HCI, 1 uM de N6 -benziladenina, 6 uM de acido naftaleno acético, 3%
(m/v) de sacarose e 0,6% (m/v) de agar; e o pH ser ajustado para 5,7 antes da
autoclavagem; as culturas serem distribuidas em uma sala de cultura de
maneira completamente casualizada e um fotoperiodo de 16 horas ser
fornecido por lampadas fluorescentes do tipo branca-fria com densidade de
fluxo de radiacéo fotossinteticamente ativa de 40 pmol m? s * no nivel das
culturas, sendo a umidade relativa do ar mantida em 70£5% e a temperatura

do ar em 28°+2,0°C, nas proximidades dos frascos de cultivo.
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8. PROCESSO DE MICROPROPAGAQAO VEGETAL COM UTILIZAQAO DE
BRASSINOESTEROIDES, conforme a reivindicacdo 7, acima, caracterizado
por partes aéreas geradas a partir dos segmentos nodais cultivados in vitro
serem mergulhadas em solucédo de acetona estéril contendo 10 microgramas
por mililitro da forma nativa da 28-homoetilcastasterona (28-HCTS),
imediatamente retiradas da solucao e deixadas sobre papel absorvente até sua
secagem completa, e em seguida, as partes aéreas tratadas retornarem para o

frasco de cultivo.
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