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Resumo

Sistema e método de cultura de plantas in vitro para

anadlise de metabolitos libertados pelo sistema radicular

O presente invento diz respeito ao desenvolvimento de um
sistema e método de cultura in vitro (1,2) constituido por
duas fases, uma sélida (3,4,5) e uma liquida (6), a
primeira para suporte da planta (7,8) e a segunda para
permitir a andlise do meio circundante das raizes (9). Este
sistema foi desenhado para permitir uma facil extraccédo dos
compostos metabdélicos libertados/difundidos na fase liquida
durante o crescimento radicular, de forma a facilitar o seu
posterior processamento e caracterizagdo bioquimica. Tendo
em conta que um crescimento radicular correcto é um dos
factores fundamentais para o posterior fortalecimento e
estabelecimento das plantas no campo, a determinagdo das
substancias bioquimicas responsaveis pelo melhor desempenho
da planta poderd conduzir a sua sintese artificial e
implementacdo como aditivo para adubos organicos. Tratando-
se de um sistema fechado com varidveis conhecidas, este
poderd ser aplicado em ensaios com pesticidas, herbicidas e

outros produtos similares.




Descricéo

Sistema e método de cultura de plantas in vitro para andlise

de metabolitos libertados pelo sistema radicular.

Dominio Técnico da invencéo

A presente invencdo tem como base um sistema de cultura de
plantas in vitro através da aplicagcdo de um método de
biotecnologia vegetal, que visa a facil obtengdo de
metabolitos secunddrios libertados pelo sistema radicular.
Entende-se no ambito desta invencdo que o sistema radicular
podera ser compreendido por caule ou raiz dado que ambos
poderdo ser responsaveis pela nutricdo e sustentacdo da

planta.

Estado da Técnica

Meios sélidos baseados em agentes gelificantes s&do o suporte
de cultura mais utilizado a nivel mundial para plantas in
vitro. Existem actualmente centenas de formulagdes quimicas
diferentes, especificamente desenvolvidas de acordo com a
planta ou com o objectivo do trabalho. No entanto, na
regeneracgdo a partir de rebentos micropropagados in vitro, a
organogénese das raizes constitui o principal obstaculo a
realizagdo desta técnica em muitas espécies de plantas,
especialmente gimnospérmicas. A produgdo inicial de raizes é
ineficiente (poucas plantas enraizadas) ou, pelo menos, ndo é
seguida dum desenvolvimento adequado a uma posterior passagem
das plantas para aclimatagdo em estufas. Por isso a
investigagdo sobre novas formulagdes quimicas gque permitam
ultrapassar estas dificuldades assume grande importéancia.
Sabe-se que o condicionamento das raizes da planta em meio de
cultura é o principal responsavel pelo posterior crescimento

radicular, em parte devido ao stress imposto a planta, quer



por excesso/défice de nutrientes, ou o gradiente osmético, ou
a presengca de hormonas ou de outros reguladores de
crescimento. No entanto, ficam ainda por compreender quais as
respostas metabdlicas dadas pela planta quando submetida aos
condicionamentos acima descritos.

Em alguns casos, demonstra-se que este bloqueio do
desenvolvimento radicular pode ser ultrapassado com a
biotizacdo da cultura, isto é, pela introducgcdo na cultura dum
parceiro microbiano cuja actividade promove uma alteragdo no
comportamento da planta (Nowak, 1998). No caso do pinheiro
manso (Pinus pinea L.), o estimulo necessario para o recomego
do crescimento radicular nas culturas em agar-agar foi
conseguido pela introdugdo de indéculos de fungos derivados de
ectomicorrizas desta espécie (Oliveira et al, 2003).

Contudo, em todos o0s casos de sucesso no enraizamento de
coniferas in vitro, o conhecimento sobre os sinais envolvidos
€ ainda muito limitado (Ragonezzi et al., 2010). No sentido
de esclarecer a composigdo quimica do meio onde se encontram
as raizes, tanto durante o seu normal crescimento como em
biotizagdo, sdo necessarios estudos que dependem da andlise
do meio onde sdo realizadas as culturas e com niveis de
sensibilidade muito elevados. A verdade, porém, € que O uso
de agentes gelificantes, como por exemplo o Phytagel ou o
Agar-Agar, traduz-se num obstaculo a extracgdo desses
componentes do meio, especialmente quando estes se encontram
em concentracdes muito baixas, j& que os métodos de extraccédo
para estes agentes gelificantes implicam elevadas
temperaturas que poderdo degradar os mesmos compostos que
pretendemos extrair. O recurso unicamente a um meio liquido
sem qualquer suporte para a planta também se apresenta como
uma solug¢do inviavel, dado que a planta tende a afundar-se. A
utilizagdo de uma plataforma de papel de filtro pode parecer

uma solugdo para um estudo num curto espago de tempo, mas




apés totalmente embebido, induz a planta a um stress hidrico
que conduz 1invariavelmente a alterag¢des morfoldgicas por
hiperhidricidade ou vitrificagdao (Debergh 1988, Debergh et
al. 1992).

O sistema apresentado nesta patente, substituindo o meio de
cultura habitualmente utilizado (com agente gelificante) por
uma combinacdo de meio de cultura liquido e uma plataforma de
sustentagcdo da planta, simultaneamente facilita a tarefa de
extracgcdo de metabolitos envolvendo as raizes, e assegura as
fungdes de sustentacdo da planta, deste modo ultrapassando as
dificuldades até hoje existentes.

O recurso a duas fases de meios de cultura ndo é uma ideia
nova na biotecnologia de plantas. Existem actualmente
diversas patentes que referem o recurso a uma fase liquida e
uma fase sdélida na cultura de plantas micropropagadas, no
entanto, o seu uso é intercalado, ou seja, ndo ocorre no
mesmo estagio da planta (ver patentes: Ww00120972,
KR20020029340) estando em muito dos casos limitado a fases
celulares e ndo propriamente a plantas completas. Quanto ao
recurso de um sistema flutuante com a finalidade de sustentar
a planta, a patente W08604919 descreve o recurso a bolas de
polipropileno como base de sustentagcdo, mas a sua utilizagdo
torna-se limitativa no sentido em que ou é utilizada em um
sistema de tubo de ensaio para culturas celulares, ou num
aparato mecdnico para plantas completas que poderd limitar a
exequibilidade em larga escala ao nivel financeiro.

O sistema e método apresentado nesta patente é de facil
exequibilidade ndo requerendo materiais ou equipamentos para
além do que é utilizado rotineiramente em laboratérios de

biotecnologia.
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Descricdo detalhada do invento

1. Este invento consiste essencialmente num sistema de
cultura para plantas micropropagadas, com tamanho da
parte aérea compreendido entre 2 e 5 cm, constituido por
duas fases, uma fase liquida e outra sélida, doravante
chamado de dupla fase. As duas fases podem ou ndo conter

igual composicdo de nutrientes.

2. Em cada uma das fases o meio de cultura é constituido

por uma mistura de macronutrientes, micronutrientes,

vitaminas, hidratos de carbono e eventualmente outros
compostos, respeitando uma formulagdo quimica especifica
da planta com que se pretende trabalhar. Recomenda-se,
que o pH do meio de cultura da fase sdélida seja superior
a 5,8 e inferior a 6,5 de forma a permitir uma boa
consolidacdo do agente gelificante sem prejudicar o

normal desenvolvimento da planta.

3. Utiliza-se um substrato flutuante, de textura granular
de baixa densidade, autoclavavel e 1indcuo; entende-se
inécuo como ndo libertando qualquer tipo de substéncia
que possa interferir, nem com a fisiologia da planta nem
com a composigdo quimica da fase liquida. Este substrato
contribui ainda para conferir maior rigidez a fase
s6lida, que constitui uma plataforma de suporte a

planta.

4. Na fase sb6lida utiliza-se meio de cultura gelificado,
misturado com substrato flutuante. Deve-se preparar a
fase sé6lida no fundo do préprio frasco onde se realizara
a cultura, que ndo deverd ultrapassar 6 cm de diametro.

Pelas caracteristicas do substrato de baixa densidade,
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este procedimento preliminar leva a que este se situe

junto a superficie superior ainda antes da gelificacéao.

A fase sé6lida deve entdo ser invertida com a ajuda de um
instrumento do tipo espatula metdlica devidamente
esterilizado. Isso permitird colocar a planta sobre a

superficie oposta ao substrato flutuante.

5.0 meio inferior, ou fase liquida, é composto por um meio
de cultura liquido que apresenta a funcdo de nutricdo da
planta e zona de difusdao de metabolitos em contacto com
0 sistema radicular. A fase liquida é vertida sobre a
fase sélida e deve passar espontaneamente para baixo
desta ultima. Assim, e} substrato flutuante fica

directamente em contacto com a fase liquida.

6. Com um objecto perfurante esterilizado e aquecido, até
atingir cerca de 200°C, faz-se uma pequena perfuragdo no
centro da fase sdélida para permitir a insergdo do caule
ou raiz da planta. A mesma ficard assim com o sistema
radicular mergulhado na fase liquida e a parte aérea

acima da fase sdélida.

Modo de realizacdo da invencdo

No texto que segue, o0s numeros entre paréntesis dizem
respeito a legenda das figuras 1 e 2.

Todo o método deve realizar-se de modo a assegurar a assépsia
das culturas. O substrato flutuante (4) é esterilizado por
autoclavagem a temperatura de 121°C ja dentro do frasco (2)
escolhido para a execugdo do método. De seguida, o meio
liquido e sélido (este ultimo com o agente gelificante), séao
autoclavados separadamente. Uma vez devidamente

esterilizados, todos os materiais sdo transportados para uma




camara de fluxo laminar, onde se procede ao seu manuseamento
em ambiente estéril. Deve-se verter a solucdo de meio sélido
para dentro do frasco (2) e verificar que o substrato ascende
naturalmente no meio, ocupando a posigdo superior da fase
s6lida (3). Deixa-se solidificar entre 1 a 3 horas, com o
frasco (2) devidamente selado, de forma a garantir que a
matriz sdélida ndo tem fissuras. A Figura 1 esquematiza o
aspecto final da fase sdélida (3) em que dentro do frasco (2)
devidamente selado com a respectiva tampa (1), o substrato
flutuante (4) se encontra sobre o meio de cultura gelificado
{2 »

O préximo passo consiste na inversdo da fase sdélida (3).
Segurando o frasco obliquamente, insere-se no rebordo da fase
s6lida (3) um instrumento do tipo espatula metdlica
devidamente esterilizado, rodando o frasco para descoléa-la do
vidro. Quando tal acontece, a fase sélida (3) tomba
suavemente sobre a espatula, permitindo recoloca-la no fundo
do frasco, mas invertida. O substrato flutuante (4) devera
estar agora em contacto com o fundo do frasco. Esta inversdao
da fase sélida (3) vai permitir uma separacgdo eficaz entre a
superficie em contacto com o ar e a fase liquida (6); assim,
permite-se assegurar um meio de crescimento adequado a
eventuals organismos em caso de biotizagao da cultura, que
seja diferente do da fase liquida (6), além de que se melhora
a eventual distingdo entre as composigdes quimicas das duas
fases, e também a flutuabilidade da fase sdélida (3).

A fase seguinte consiste em verter o meio liquido sobre a
fase sdélida. O meio liquido ird naturalmente para baixo da
fase sélida (3}, devido as propriedades flutuantes do
substrato. E conveniente tentar remover o ar aprisionado
entre a fase liquida (6) e a fase sélida (3), levantando
ligeiramente o bordo da fase sélida (3) com a ajuda da

espatula.
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Para a colocagdo da planta no respectivo frasco (2), é
necessario produzir, com um objecto perfurante esterilizado e
aquecido, uma abertura na fase sdélida (3). Através desta
abertura, deve ser passado, o caule ou a raiz (9) para que o
mesmo esteja em contacto com o meio de nutricdo, a fase
ligquida (6). A parte superior do caule (8) devera ficar presa
na fase sdélida (3) permitindo que a parte aérea da planta (7)
ndo entre em contacto com a fase liquida (6) deste método. A
Figura 2 representa assim o esquema geral deste método.

A etapa final do novo método objecto da presente invencédo
envolve ainda que, no final do tempo pretendido de cultura,

se transporte o sistema (frasco, fase liquido, fase sdélido e

Qv

planta), para uma camara de fluxo laminar, onde se procede
insercdo de um instrumento do tipo espatula metalica
devidamente esterilizado no rebordo da fase sélida (3),
segurando-a juntamente com a planta enquanto se verte a fase
liquida (6) para um recipiente de recolha. Esta fase liquida
(6) pode por fim ser analisada bioquimicamente ou em
alternativa, conservada a -80 °C para posterior analise.

Este sistema permite ainda que seja possivel renovar a fase
liquida para eventual continuagdo da cultura e estudos
bioquimicos que envolvam uma componente temporal, por exemplo
uma analise de 48 em 48 horas dos compostos libertados pelo
sistema radicular da planta.

A fase sdélida (3) tem durabilidade até 25 dias apdés a sua
formagcdo, permitindo que uma pandéplia de testes possa ser
realizada sem a sua renovacao, desde que em condigdes
totalmente assépticas. Para tal, deve retirar-se a fase
liquida, utilizando a técnica ja& descrita acima, e com uma
pipeta volumétrica devidamente esterilizada, insere-se
cuidadosamente uma nova fase liquida aproveitando a zona de
contacto entre a fase sdélida e o frasco.

A eventual biotizacdo da cultura poderda programar-se seguindo




o mesmo método, colocando-se o indculo sobre a superficie da
fase sélida (3) em contacto com o ar. Desta forma, o indculo
tem uma superficie de sustentag¢do e nutrigdo independente, e
caso seja necessario, uma formulagdo especifica, que deve ser

ajustada em fungdo da espécie do indculo.

Exemplo

Para a confirmagdo da exequibilidade deste método, foram
utilizados frascos de vidro especificos para cultura de
tecidos vegetais (Sigma, ref® V8630/B8648) com 6 cm de
didmetro de base, adequados & cultura de rebentos enraizados
de Pinus pinea (pinheiro-manso), com gquatro meses de
regeneragdao a partir de cotilédones. Em cada frasco, foram
colocados 0,9 g de perlite (Europerl) e adicionados 15 ml de
meio sélido WPM (Lloyd and McCown, 1981). Apds arrefecimento
da fase sdé6lida, esta foli invertida, e adicionaram-se 35 ml de
meio liquido WPM sem hidratos de carbono, ficando a perlite
directamente em contacto com a fase liquida. Foi realizado um
pequeno orificio no centro da fase sdélida, com a ajuda de uma
pinca esterilizada e aquecida e procedeu-se a colocacdo do

rebento enraizado de Pinus pinea.

Vantagens e limitagdes
Este invento distingue-se por:

1. Permitir uma mais facil e rapida extracgdo do meio de
cultura liquido para andlise dos componentes quimicos
libertados pelo sistema radicular, sem a interferéncia
de materiais sélidos que tendem a dificultar a sua
purificacao.

2. Permitir a utilizagdo de diferentes espécies de plantas
devido a possibilidade de ajustar a composigdo quimica
da fase liquida em fungdo dos requisitos especificos do

meio de crescimento de cada planta.




3. Apresentar a necessdria versatilidade a introducdo de

diferentes parceiros de biotizagdo, nomeadamente pela
formulagcdo quimica da fase sdélida. No entanto, deveréa
ter-se em consideragdo que diferentes formulacdes
quimicas dos meios poderdo implicar um reajuste da
quantidade de agente gelificante ou substrato flutuante
na fase sdélida, pelo que essas variacbes devem ser

testadas previamente.

4. Apresentar uma grande versatilidade no que respeita a

selecgcdo de materiais, sejam eles o agente gelificante,
o substrato flutuante ou os recipientes a utilizar.
Deve-se ter em conta que o aumento do diametro do frasco
implica uma maior fragilidade da fase sdélida, podendo
comprometer todo um ensaio. E recomendavel utilizar
frascos com didmetro até 6 cm, idénticos aos referidos
no exemplo, para os quais foram realizados diversos
testes de consisténcia da técnica. A utilizacdo de
frascos de maior didmetro acarreta a utilizacdo de
volumes maiores de fase sdélida e liquida, pelo menos na
proporgdo da area do fundo do frasco.

Ser facil de implementar, requerendo componentes
disponiveis rotineiramente num laboratério de
Biotecnologia de Plantas, e nao necessitando de
infraestruturas especiais.

Ser facil de executar. Mesmo a inversao da fase sdélida é
um passo que se domina rapidamente apds alguma pratica.
As dificuldades técnicas prendem-se unicamente com a
eventual quebra da fase sélida durante a inverséo.
Estima-se, com os frascos referidos no exemplo, que
quando muito 1% das fases sdélidas se partem aquando do
seu manuseamento com a espatula. Se os valores assumirem
propor¢des superiores, € recomendavel verificar se os

valores de pH se encontram no intervalo entre 5,8 e 6,5.




7. Permitir que seja possivel renovar a fase liquida para
eventual continuagdo da cultura e estudos bioquimicos

que envolvam uma componente temporal.

Aplicacao Industrial

Este sistema permite a facil extracgdo para estudo de
metabolitos secundarios libertados pelo sistema radicular das
plantas aquando do seu normal desenvolvimento ou como
resultado das interacg¢des com agentes biotizantes. Sabendo
que um bom desenvolvimento radicular ¢é fundamental para o
fortalecimento e o estabelecimento das plantas no campo, a
determinagdo de quais as substdncias responsaveis pelo melhor
desempenho da planta poderd conduzir a sua sintese artificial
e implementacdo como aditivo para adubos orgénicos. Estes
adubos podem ser utilizados para ajudar a planta a ter acesso
aos nutrientes, e ao mesmo tempo promover O seu crescimento
radicular e o fortalecimento das suas defesas contra vulgares
ataques bioldgicos. Tratando-se de um sistema fechado com
variadveis conhecidas, o sistema apresentado poderd ser
aplicado em ensaios com pesticidas, herbicidas e outros

produtos similares.

Descrigcdo das Figuras

Figura 1l: Esquema ilustrativo do aspecto final da preparagéo
da fase sdélida do sistema num frasco de cultura de plantas in
vitro.

Figura 2: Esquema ilustrativo do aspecto final do método com

inclusdo de planta enraizada.



Legenda das Figuras

1 | Tampa

Frasco

2
3 | Fase sdélida
4 | Substrato

flutuante

5 | Meio de cultura

gelificado

6 | Fase liquida

7 | Parte aérea da

planta

8 | Caule

9 | Raizes
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Reivindicacodes

. Sistema de cultura de plantas in vitro para andlise de
metabolitos libertados pelo sistema radicular
caracterizado por compreender em simultdneo dois meios
de cultura, um sélido e o outro liquido, dispostos em
camada denominado dupla-fase.

. Sistema de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado
por compreender uma fase sdélida (3) composta por um
meio de cultura gelificado (5) e um substrato
flutuante (4).

. Sistema de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado
por compreender uma fase liquida (6) composta por meio
de cultura liquido.

. Sistema de acordo com as reivindicacodes 1.
caracterizado por uma livre formulagdo quimica das
duas fases, liquida e sélida, para se adaptarem as
necessidades especificas das plantas.

. Método de cultura de plantas in vitro para anadlise de
metabolitos libertados pelo sistema radicular,
caracterizado por um sistema de dupla-fase que
compreende as seguintes etapas:

a. Preparacdo dos meios de cultura, sélido e
liquido;

b. Preparacdo da fase sélida (3), misturando o meio
de cultura sdélido com um substrato flutuante (4)
num frasco (2) para cultura de plantas in vitro;

c. Inversdo da fase sélida (3);

d. Verter o meio de cultura liquido sobre a fase
sé6lida (3), originando a fase liquida (6);

e. Perfuragcdo da fase sélida (3) para insercdo do
sistema radicular (9) e do caule (8) da planta;

f. Cultura da planta;

g. Extracgdo da fase 1liquida (6) para posterior
analise.

6. Método de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado

por reutilizagdo da fase sélida (3) com a mesma planta
(7, 8 e 9), por introdugdo de uma nova fase liquida
(6) para estudos e andlises com componente temporal.



7. Método de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado
por reutilizacdo da fase sélida (3) por introducédo de
uma nova fase liquida (6) e de nova planta (7, 8 e 9).

Evora, 08 de Outubro de 2010
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