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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a transformacdo genética de Eucalyptus grandis X Eucalyptus
urophylla com o gene OsCesA4, responsavel pela biossintese de celulose na parede celular
secundaria. Ademais, realizou-se uma revisdo bibliografica e sistematica sobre a
micropropagacdo de espécies arbdreas em Sistemas de Imersdo Temporaria (TISs). Apds,
comparou-se a eficiéncia de trés TISs na propagacdo de E. grandis x E.urophylla, além de
comparé-los ao sistema de cultivo semi-solido. Por fim, foi realizada a otimiza¢do do meio de
pré-cultivo, tipo de crioprotetor e tempo de exposicao, além da eficiéncia de dois métodos
criogénicos para a criopreservacdo de E. grandis X E. urophylla e a comparacdo de duas
fontes de explantes com idades diferentes na criopreservacdo de E. grandis. A inser¢cdo do
gene de interesse OsCesA4 nas plantas in vitro de eucalipto foi confirmada por PCR
convencional e visualizada em gel de agarose. Porém, ndao houve reprodutibilidade deste
resultado da PCR realizada com as mesmas plantas depois de aclimatizadas em estufa. Além
disso, o gel para confirmacdo de possivel contamina¢do com Agrobacterium tumefasciens foi
inconclusivo, visto que todos os eventos e inclusive a planta controle apresentaram
amplificagdo. Estes resultados, juntamente com a ndo diferencga estatistica no teor de celulose
das plantas controles em relagéo as que passaram pela transformacéo, levantaram a hipdtese
da regeneracdo de possiveis plantas quimeras. Na revisdo sobre TISs, foi observada que a
frequéncia e tempo de imersdo foi um dos principais parametros estudados nos papers
analisados e 35% deles trabalharam com espécies de eucalipto. Também observou-se que
hiperhidricidade foi o principal problema relatado, e a maioria reportou que plantas
propagadas em TISs apresentaram mais sucesso na aclimatizacdo do que as propagadas em
meio convencional. Além disso, poucos trabalhos compararam a eficiéncia de diferentes TISs
na propagacao de arboreas, sendo este um ponto possivel de ser tratado em estudos futuros.
No experimento utilizando TISs, o ElecTIS foi o sistema mais eficiente para a propagacdo das
plantas de E. grandis x E. urophylla, apresentando média de 14,6 brotos por explante e plantas
ndo hiperhidricas. No experimento da criopreservacédo de E. grandis x E. urophylla, o meio de
pré-cultivo que se mostrou mais eficiente na sobrevivéncia das plantas foi o de 0,125; 0,25 e
0,5 M de sacarose/ 24 h em cada concentragdo. O crioprotetor que apresentou maior
porcentagem de sobrevivéncia das plantas foi o PVS2 com exposicdo a ele por 15 e 30
minutos. E o método droplet-vitrification apresentou maior porcentagem de sobrevivéncia das
plantas depois da criopreservacdo quando comparado a crioplaca. Ao utilizar os parametros
otimizados para a criopreservacao de E. grandis x E. urophylla encontrou-se sobrevivéncia de
30%, valor ndo considerado como ideal para o armazenamento em criobancos. Para E.
grandis, explantes originados de plantas com 20 dias apresentaram a maior porcentagem de
sobrevivéncia, com um valor de 48%, engquanto os explantes originados de plantas com 3 anos
ndo sobreviveram, o que mostra a grande influéncia da idade na recuperacdo final dos
explantes ap0s a criopreservacao.

Palavras-chave: Celulose. Agrobacterium tumefasciens. Sistemas de Imersdo Temporaria.
Pré-cultivo. Crioprotetor.



ABSTRACT

This work carried out the genetic transformation of Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla with the gene OsCesA4, responsible for cellulose biosynthesis in the secondary cell
wall. In addition, a bibliographical and systematic review on the micropropagation of arboreal
species in Temporary Immersion Systems (TISs) was conducted. Afterwards, the efficiency of
three TISs in the propagation of E. grandis x E.urophylla was compared regarding the semi-
solid culture system. Finally, a study was carried out regarding the optimization of the pre-
culture medium, type of cryoprotectant and time of exposure, besides the efficiency of two
cryogenic methods for the cryopreservation of E. grandis x E. urophylla and the comparison
of two sources of explants with different ages in cryopreservation of E. grandis. The insertion
of the gene of interest OsCesA4 in the in vitro plants of eucalyptus was confirmed by
conventional PCR and visualized in agarose gel. However, there was no reproducibility of this
PCR result with the same plants after greenhouse acclimatization. In addition, the
confirmation gel of possible contamination with Agrobacterium tumefasciens was
inconclusive, since all events and even the control plant showed amplification. These results,
together with the non-statistical difference in the cellulose content of the control plants in
relation to those that underwent the transformation, raised the hypothesis of the regeneration
of possible chimeras plants. In the review on TISs, it was observed that the frequency and
time of immersion was one of the main parameters studied in the analyzed papers and 35% of
them worked with eucalyptus species. It was also observed that hyperhydricity was the main
problem reported, and most reported that plants propagated in TISs were more successful in
acclimatization than those propagated in conventional media. In addition, few studies have
compared the efficiency of different TISs in the trees” propagation, which is a possible point
to be addressed in future studies. In the experiment using TISs, ElecTIS was the most efficient
system for the propagation of E. grandis x E. urophylla plants, presenting average of 14.6
shoots per explant and nonhyperhydric plants. In the cryopreservation experiment of E.
grandis x E. urophylla, the preculture medium that was most efficient in plant survival was
0.125; 0.25 and 0.5 M sucrose / 24 h at each concentration. The cryoprotectant that presented
the highest percentage of plant survival was PVS2 with exposure to it for 15 and 30 minutes.
And the droplet-vitrification method presented higher percentage of plant survival after
cryopreservation when compared to cryoplate. When using the optimized parameters for the
cryopreservation of E. grandis x E. urophylla, survival of 30% was found, a value not
considered ideal for cryobank storage. For E. grandis, explants from 20-day-old plants
showed the highest percentage of survival, with a value of 48%, while the explants from 3-
year-old plants did not survive, which shows the great influence of age on the final recovery
of the plants” explants after cryopreservation.

Keywords: Cellulose. Agrobacterium tumefasciens. Temporary Immersion Systems. Pre-
culture. Cryoprotectant.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A industria brasileira de base florestal € conhecida no mundo inteiro pela alta
produtividade de suas areas plantadas, e pela menor rotacdo do mundo, resultantes das suas
condices de clima e solo (IBA, 2017). Esses altos indices se devem principalmente & arvore
de eucalipto, originaria da Australia, do Timor e da Indonésia, a qual possui mais de 700
espécies catalogadas, além de diversas variedades e hibridos (AGGARWAL et al., 2010;
JUNIOR; COLODETTE, 2013).

O setor de arvores plantadas no Brasil é responsavel por mais de 90% de toda a
madeira produzida para fins industriais e de 6,1% do PIB industrial no pais. Em relacéo a
arvore de eucalipto o segmento de celulose e papel é 0 que mais se destaca em relacdo aos
demais segmentos. Sendo que em 2018 ele apresentou uma producdo industrial de 19,5
milhdes de toneladas, com o Brasil ranqueando a segunda posicdo de maior produtor de
celulose e papel no cenario mundial (IBA, 2018).

Segundo a Organizagédo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO),
é previsto um aumento de aproximadamente 9,1 bilhGes de habitantes da populacdo mundial
até 2050. Desta forma, prevé-se um aumento na demanda por madeira para uso industrial e
geracdo de energia, exigindo o plantio adicional de cerca de 250 milhGes de hectares de
eucalipto em todo o mundo considerando os niveis atuais de produtividade (IBA, 2017).

Diante deste cenario, para suprir o fornecimento de madeira para todos os segmentos
industriais serd necessario o uso de genétipos mais produtivos, com maior qualidade e
resistentes a doencas e pragas. Para a obtencao destes genétipos, podem ser utilizadas técnicas
biotecnoldgicas que promovam maiores ganhos em produtividade e sustentabilidade, por meio
da melhoria de caracteristicas até entdo consideradas impraticaveis pelos métodos de
melhoramento convencional (NEHRA et al., 2005; PADAY ACHEE et al., 2009).

Dentre as técnicas biotecnoldgicas, a transformacdo genética € uma importante
ferramenta para obtencdo de genotipos superiores de espécies de interesse. A transformacéo
ocorre por meio da introducdo de genes exdgenos no genoma das plantas, que expressam
caracteristicas que irdo possibilitar as espécies gerarem genotipos com maior produtividade e
qualidade (SARTORETTO et al., 2008).

Em eucalipto, por exemplo, o estudo de genes relacionados a biossintese de celulose e

lignina é muito importante, pois a atividade destes genes afeta as propriedades da madeira e
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do seu crescimento (QUANG et al., 2012). Genes que alteram a composi¢do quimica da
madeira, por exemplo, podem ser Uteis para a industria de celulose, visto que madeiras com
alto contetdo de celulose em relagdo ao contetdo de lignina é um atrativo para estas
industrias, ndo s6 pelo grande importancia que este polimero apresenta a nivel industrial, mas
também porque existe um alto custo de remocdo da lignina da polpa celuldsica para a
producéo de papel de qualidade (VANHOLME et al., 2008).

No entanto, para se obter um eficiente protocolo de transformacdo genética é
necessaria uma eficiente taxa de regeneracdo e propagacdo das plantas transformadas
(RIBEIRO, 2012), processo que pode ser alcancado pela propagacéo de eucalipto in vitro. E
dentre as técnicas de propagacdo in vitro, os Sistemas de Imersdo Temporaria (Temporary
Immersion Systems — TISs), também conhecidos como Biorreatores de Imersdo Temporaria
(BITs), geralmente permitem maior propagacao de plantas quando comparados com o sistema
convencional de micropropagagdo em meio de cultura semi-solido. Além disso, este sistema
reduz custos de producdo, ndo so pela automatizacdo do processo, que ira reduzir a médo de
obra (MENDONCA et al., 2016), mas também pela economia em agente geleificante, espaco
ocupado, entre outros (ETIENNE; BERTHOULY, 2002; MCALISTER et al., 2005).

Este tipo de biorreator por fazer uso de meio de cultura liquido, permite uma melhor
absorcdo de nutrientes pelas plantas, aumentando a taxa de multiplicacdo de brotos e
produzindo plantas mais uniformes (ETIENNE; BERTHOULY, 2002; GONZALEZ et al.,
2011). Alem disso, o contato apenas temporario das plantas com o meio proporciona melhores
trocas gasosas e diminui a ocorréncia de alteragdes morfofisiologicas, como a
hiperhidricidade (GEORGIEV et al., 2014).

Além de um sistema que permite uma eficiente propagacdo das plantas trangénicas, é
necessario também o estabelecimento de bancos de genes para que estas possam ser
armazenadas de forma segura (HAO; CHENG; DENG, 2005), antes de serem analisadas e
liberadas para producdo comercial. Um método bem conhecido é o da cultura in vitro
convencional, porém a manutencdo prolongada das plantas é onerosa, exige trabalho
intensivo, além do risco da ocorréncia de variacbes somaclonais e possiveis contaminagcfes
(ENGELMANN, 1997; HAO; CHENG; DENG, 2005; PADAYACHEE et al., 2009; WANG
et al.,, 2014). Desta forma, uma solucdo para preservacdo destas plantas é a utilizacdo do
método de criopreservacdo, no qual consiste no armazenamento de material genético em
nitrogénio liquido por longo periodo de tempo, assegurando caracteristicas juvenis e
estabilidade genética de gendtipos elite, enquanto ocorrem os ensaios de campo (CARNEROS
et al.,, 2017; PADAYACHEE et al., 2009).
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Dentre as técnicas de criopreservacdo, a droplet-vitrification tem sido aplicada nas
mais variadas espécies, incluindo o eucalipto, batata, macd, aspargos, oliveira, citrus
(BRADAI et al., 2017; KAYA et al., 2013; SAKAI; ENGELMANN, 2007; VOLK et al.,
2017). As principais vantagens desta tecnica é o uso de folhas de aluminio e o pequeno
volume de solucédo crioprotetora utilizado, os quais permitem uma alta taxa de congelamento
e de aquecimento. Outro método de criopreservacdo desenvolvido recentemente, é o da
crioplaca. Este método utiliza crioplacas de aluminio, que além de possuir além de possuir as
qualidades do método droplet-vitrification, apresentam o uso de alginato de sédio, que adere
os explantes nas placas de aluminio e também os protege de uma possivel toxidez quimica
causada pelas solugdes crioprotetoras (YAMAMOTO et al., 2011b).

Este método tem sido relatado com sucesso para algumas espécies incluindo
crisantemo, morango, horteld, cravo e caqui (MATSUMOTO et al., 2015; SEKIZAWA et. al.,
2011; YAMAMOTO et. al., 20114, 2011b, 2012).

Diante do exposto, os objetivos desta tese foram transformar o hibrido Eucalyptus
grandis x Eucalyptus urophylla, avaliar trés TISs na propagacdo de plantas deste mesmo
hibrido, além de otimizar pardmetros para a sua criopreservacdo e comparar fontes de

explantes com idades diferentes na criopreservacdo de Eucalyptus grandis.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O género Eucalyptus e a industria de celulose

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, € muito importante devido as
suas varias aplicacBes industriais e os diversos servicos ambientais que suas florestas
plantadas promovem, como por exemplo a regulacdo dos ciclos hidroldgicos, o controle da
erosdo e da qualidade do solo, a conservagéo da biodiversidade e o fornecimento de oxigénio
para o planeta (IBA, 2017). Por possuir grande adaptabilidade, inclusive em solos pobres, ele
é plantado em vaérias regides do mundo, como América do Sul, Asia, Australia e Europa,
cobrindo uma &rea de aproximadamente 20 milhdes de hectares em mais de 90 paises ao redor
do mundo (LACLAU, 2018; TORRE et al., 2014).

A relevancia econdmica deste género se deve ao seu rapido crescimento, ampla
adaptabilidade e o multiuso de sua madeira, utilizada como matéria-prima para a producéo de
papel e celulose, fabricacdo de moveis, geracdo de energia, carvao vegetal e construgéo civil,
alem dos 0leos essenciais, a partir dos quais sdo fabricados alimentos, cosméticos, remédios,
entre outros produtos (BERTOLA, 2014). Alem disso, o eucalipto possui baixo custo de
producdo, devido principalmente ao alto rendimento da polpa, alta produtividade florestal e
qualidade de suas fibras (PRINSEN et al., 2012).

O rendimento médio de uma floresta de eucalipto no Brasil varia de 35 a 50 m®ha/ano
e, dependendo da regido, podem-se obter valores ainda maiores, sendo estes dados
expressivos quando comparados com seu pais de origem, a Austrdlia, que apresenta um
rendimento médio de, aproximadamente, 25 m*/ha/ano (PINTO et al., 2014).

Uma das vantagens conferidas ao eucalipto e, que possibilita esse grande desempenho
em producdo, ¢é a facilidade de se obter cruzamentos entre diferentes espécies do mesmo
género, processo chamado de hibridacdo. O E. urograndis € um dos hibridos de eucalipto
mais conhecido e utilizado no setor florestal brasileiro. Esse cruzamento confere as melhores
caracteristicas do E. grandis (crescimento e qualidade da madeira) e do E. urophylla
(adaptacdo a diferentes condi¢des climaticas e resisténcia a doencas, particularmente ao fungo
Cryphonectria cubensis causador do cancro do eucalipto (CIB, 2008).

No Brasil, os plantios de eucalipto ocupam uma area de 7,4 milhdes de hectares, o que
representa 75,2% da area total de arvores plantadas no pais. Estes plantios sdo destinados a

diversos segmentos industriais, sendo 0 que mais cresce no cenario atual o de celulose e
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papel, contribuindo com uma fatia de 34,6% do total de arvores plantadas no Brasil (PEVS,
2017).

Para a industria de celulose algumas caracteristicas da madeira, como taxa de
crescimento, volume de madeira e formato do tronco devem ser levadas em consideragéo. As
arvores de eucalipto com maior taxa de crescimento possuem maior volume de madeira no
momento do corte, 0 que leva a um incremento na quantidade de madeira seca por unidade de
area, caracteristica importante para a industria de carvao e celulose. As arvores com aspecto
retilineo além de permitirem a obtencdo de melhores postes, escoras e melhor madeira para a
serraria, é também uma vantagem no empilhamento e manuseio das toras para lenha ou
celulose (ELDRIDGE et al., 1993).

Outras caracteristicas como a densidade basica da madeira e o teor de lignina também
interferem na industria de celulose (BISON, 2004). A densidade da madeira esta diretamente
relacionada com a espessura da parede celular e com o didmetro das fibras desse composto,
sendo que um incremento na densidade basica da madeira promove ganho na quantidade de
celulose contida em um metro cubico de madeira, 0 que proporciona economia nas operagoes
de manuseio (ASSIS, 1996). Quanto a lignina, uma reducdo no teor deste componente
implicara em beneficios na indastria de celulose para o processo de polpeamento e
branqueamento, pois quanto maior o seu teor, maior a quantidade de produtos quimicos sera
consumido e mais celulose sera destruida devido a um ataque quimico mais forte, o que
acarretara na reducao do rendimento deste composto (ASSIS, 1996).

A principal aplicacdo da celulose é na industria de papel, representando mais de 95%
do consumo global (BNDES, 2014). Para o processo de fabricacdo de papel o tipo de fibra de
celulose utilizada determina o tipo de papel fabricado. De forma geral, papéis de imprimir e
escrever, 0s papeis tissue e alguns tipos de papéis cartdo sdo fabricados a partir de fibras
curtas, que proporcionam maior opacidade e maciez. J& papéis para embalagem, papeldo
ondulado entre outros deste tipo sdo fabricados a partir de fibras longas, que proporcionam
maior resisténcia mecanica. Existem também as chamadas pastas de alto rendimento,
produzidas com rendimento na transformacdo madeira/pasta maior que 80%, utilizadas na
producéo de papel imprensa, papel sanitério e revistas (IBA, 2015).

Apesar de grande parte da celulose produzida ser destinada a producédo de papel, uma
pequena fracdo € destinada a celulose sollvel, que é usada para a fabricacdo de produtos
como viscose, éteres, acetato de celulose, entre outros. A celulose solGvel é um tipo de polpa
especial com alto teor de alfa-celulose, a qual confere maior pureza ao produto. Varias sao as

aplicagdes dos derivados da celulose soltvel: a fibra de viscose é predominantemente usada
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na industria téxtil. Os éteres possuem como principais consumidores as industrias
farmacéuticas (em cépsulas), alimenticias (em capa de embutidos) e de cosméticos. Ja 0s
acetatos sdo utilizados principalmente na indUstria tabagista (BNDES, 2014).

Mais recentemente a celulose também tem sido usada como uma fonte renovavel de
biocombustivel (MEENTS; WATANABE; SAMUELS, 2018).

2.2 Local de ocorréncia e biossintese da celulose

A celulose é um polissacarideo hidrofobico, formado por unidades de glicose unidas
por ligacdes B-1,4 (BURTON et al., 2005; SOMERVILLE et al., 2004). Nos vegetais este
polissacarideo ocorre na parede celular, que é composta de trés camadas principais: parede
primaria, parede secundaria e lamela média. Esta composicdo varia de acordo com o tipo
celular e a idade da planta, principalmente no quesito presenca ou auséncia da parede celular
secundaria.

A parede celular priméaria comeca a se formar durante a divisdo celular e é reforgada
durante o crescimento celular (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2010, TAIZ; ZEIGER, 2013).
Células em crescimento, de parénquima, células fotossintetizantes presentes nas folhas e
alguns outros tipos celulares, possuem somente parede celular priméaria. Esta é caracterizada
por ser delgada (em torno de 1 a 3 um, constituida de 9 a 25% de celulose, possuindo também
hemicelulose, pectina e proteinas glicolisadas (FIGURA 1A) (ENDLER; PERSSON, 2011;
RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001; SALISBURY; ROSS, 1991).

Ao cessar 0 crescimento celular, a parede celular secundaria é depositada no lado
interior da parede priméaria em alguns tipos celulares, tais como as fibras e elementos
traquearios, como os tecidos de xilema e os traqueideos (TURNER; GALLOIS; BROWN,
2007). A sua composicdo compreende até 60% de celulose, além de ser composta também por
hemicelulose e lignina. A estrutura das microfibrilas de celulose diferem entre a parede
celular priméria e secundaria, sendo que uma maior cristalinidade e grau de polimerizacdo na
parede celular secundaria influenciam na sua forca e rigidez (FIGURA 1B) (MCNEIL et al.,
1984; MEENTS; WATANABE; SAMUELS, 2018).
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Figura 1 — Composicgdo da parede celular. A — Parede priméria; B — Parede secundaria.
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Fonte: Nakano et al. (2015).

A cadeia de mondmeros de glicose, unidos por ligagdes B-(1-4) na celulose, é chamada
de glucano. A interacdo das cadeias de glucanos, atraves de pontes de hidrogénio e forcas de
Van der Waals, formam as chamadas microfibrilas de celulose. (DELMER; AMOR, 1995;
KIM et al., 2013; TAIZ; ZEIGER, 2013).

A sintese de celulose ocorre por proteinas denominadas CesA, que sao localizadas na
membrana celular em uma estrutura na forma de uma roseta hexagonal, conhecida como
Complexo Celulose Sintase (CCS) (FIGURA 2), em que a regido catalitica esta voltada para o
citoplasma (BOWLING; BROWN, 2008; MCFARLANE; DORING, 2014). Acreditava-se
que esse complexo era formado por 12-36 proteinas CesA, 0 que era baseado na largura das
microfibrilas de celulose (MCFARLANE; DORING, 2014). No entanto, recentes estudos
utilizando técnicas analiticas melhoradas e modelos computacionais tem demonstrado que
provavelmente o CCS € composto de 18-24 proteinas CesA, desta forma o modelo do
complexo celulose sintase € um hexamero de trimeros ou tetrameros de proteinas CesA, que
produzem de 18-24 cadeias de glucanos e se unem para a formacdo de microfibrilas
(MEENTS; WATANABE; SAMUELS, 2018).
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Figura 2 — Formacdo das microfibrilas de celulose através do Complexo Celulose Sintase
(CCS).
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Fonte: Wightman e Turner (2010).

O CCS catalisa a transferéncia de glicose para a cadeia de glucano crescente,
utilizando como substrato uridinadifosfato-glucose (UDP-glicose). A subunidade catalitica do
complexo CesA se liga ao substrato UDP-glucose e os adiciona a cadeia de celulose nascente
que é liberada no espaco extracitoplasmatico. E suposto que cada proteina CesA produz uma
Unica cadeia de glucanos que se une a cadeia adjacente na roseta, formando uma microfibrila
(BROWN JR.; SAXENA, 2000; GARDINER; TAYLOR; TURNER, 2003; MORGAN;
STRUMILLO; ZIMMER, 2013).

2.3 Transformacao genética via Agrobacterium tumefasciens

A transformacdo genética permite a introducdo controlada de genes exdgenos no
genoma nuclear de um organismo receptor de forma herdavel e estavel (DIOUF, 2003),
inserindo caracteres de interesse econdémico que possibilitam, por exemplo, aumento da
produtividade, resisténcia a estresses bioticos e abidticos e uma melhor qualidade da madeira
(GONZALEZ, 2002).

Dois métodos sdo utilizados para a transformacdo genética, sendo eles 0 método direto
e 0 método indireto. Dentre os métodos diretos, ressalta-se o da biobalistica, em que o tecido
alvo é bombardeado com microparticulas de ouro ou tungsténio coberta com o plasmideo

contendo o gene de interesse. As microparticulas aceleradas com ar comprimido (hélio), onda
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de choque elétrico ou polvora sdo disparadas em direcdo ao tecido-alvo, penetrando a parede
celular e transferindo o DNA exdgeno para o interior das células (CARRER; BARBOSA,;
RAMIRO, 2010; MATEUS; SILVA, 2013).

No método indireto, a transferéncia de genes ocorre por meio de bactérias do género
Agrobacterium. A Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria gram-negativa do solo,
naturalmente patogénica, que causa uma doenca denominada “galha da coroa”, a qual na
natureza promove a formacao de tumores nas zonas de infeccdo em vérias espécies de plantas
dicotiledoneas. Durante a infeccdo o T-DNA (“transfer DNA”), um segmento moével do
plasmideo Ti (Tumor-inducing), € transferido para o nicleo da célula da planta e integrado no
seu genoma (WADL, 2005). Dentre os genes do T-DNA, estdo presentes 0s oncogenes que
sdo 0s responsaveis pela patogenicidade da bactéria. Para o processo de transformacdo, os
oncogenes sdo excluidos do T-DNA, obtendo-se uma linhagem desarmada e o DNA de
interesse € inserido nas extremidades da regido-T (SARTORETTO et al., 2008).

A vantagem da A. tumefaciens como vetor de transferéncia genética é que ela
proporciona geralmente padrdes simples de integracdo (ANDRADE, 2001). Enquanto 0s
métodos diretos de transformacao genética, geralmente resultam na integracdo de multiplas
copias, 0 que pode gerar silenciamento e instabilidade da expressdao do gene (VERGUNST;
HOOYKAAS, 1999 apud GONZALEZ, 2002).

Muitos estudos relataram o sucesso da transformacdo genética no género Eucalyptus
por meio da A. tumefasciens e alguns deles tinham o proposito de modificacdo e biossintese
de celulose, aumento da biomassa e modificacdo do contetdo de lignina (AGGARWAL,;
KUMAR; REDDY, 2015; HUSSEY et al., 2011; QUANG et al., 2012; SHINYA et al., 2014;
TIAN et al., 2013; TORRE et al., 2014).

2.4 Genes CesA

Os genes responsaveis pela codificacdo das proteinas CesA do CCS em diversos
organismos sdo conhecidos como genes CesA (DOBLIN et al., 2002).

Segundo Meents; Watanabe; Samuels (2018), o nimero de genes CesA variam entre as
espécies de plantas, que possuem diferentes conjuntos de proteinas CesA requeridas para a
sintese de celulose na parede priméria e secundaria. Em Arabidopsis, por exemplo, AtCesAl,
AtCesA3 e um dos AtCesA2/5/6/9 estdo envolvidos na sintese de celulose depositada na
parede primaria (DOBLIN et al., 2002), enquanto AtCesA4, AtCesA7 e AtCesA8 sao

essenciais para a sintese de celulose na parede secundaria (PERSSON et al., 2005).
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A funcdo dos trés genes CesA envolvidos na sintese de celulose na parede celular
secundaria (CesA4, CesA7 e CesA8), foi desvendada através de seus mutantes. Mutacdes
nestes genes, descritas como irx5, irx3 e irxl, respectivamente, causam diminuicdo na
quantidade total de celulose nas paredes celulares secundérias. Essa mutacéo irx (irregular
xylem - xilema irregular) é caracterizada por um colapso nos vasos de Xxilema, que ocorre pela
falta de celulose e leva a uma menor resisténcia a pressdo exercida durante o transporte de
agua. 1sso ocorre, porque a formacdo de parede celular é anormal e o caule em formacéao €
muito fraco (TAYLOR et al., 1999).

Esses trés genes, dando destaque ao AtCesA8 (ortdlogo do OsCesA4 em arroz - gene
de interesse do presente trabalho), sdo responsaveis pela codificacdo de diferentes
subunidades cataliticas do CCS e todos sdo essenciais para a formacdo da celulose na parede
celular secundaria de uma mesma célula, visto que todas as subunidades sdo importantes
durante o processo de montagem do complexo (TAYLOR et al., 2003).

Cada complexo contém uma mistura de ao menos 3 tipos de proteinas CesA. Em
experimentos de co-imunoprecipitagdo (ColP) foi demonstrado que quando um dos trés tipos
de CesA é perdido, o complexo ndo é mais detectado e os outros dois tipos de CesA nédo
interagem e sdo acumulados em niveis baixos quando comparados com o tipo selvagem
(MEENTS; WATANABE; SAMUELS, 2018).

Taylor et al. (2003) observaram que mutantes nulos de genes CesA na parede celular
secundaria, ainda foram capazes de produzir celulose, apesar da cristalinidade alterada e a
baixa abundancia deste polimero. 1sso pode ser compreendido por estudos como o de Carroll
et al. (2012), o qual mostra a complementacéo parcial de um mutante cesa8 na parede celular
secundaria por um CesAl da parede celular primaria, e de um mutante cesa3 da parede celular
primaria por um CesA7 da secundéaria. De acordo com Arioli et al. (1998), também € possivel
que as proteinas CesAs remanescentes possam formar CCSs aberrantes, que irdo produzir
celulose de baixa qualidade.

Apesar de todos esses genes serem expressos em uma mesma célula, uma mutacdo em
apenas um deles € suficiente para reduzir consideravelmente a quantidade de celulose

depositada nas paredes celulares secundarias (ZHONG et al., 2003).

2.5 Micropropagacdo em Sistemas de Imersdo Temporaria (TISs)

Sistemas que utilizam meio liquido na propagacéo in vitro de plantas s&o considerados

uma alternativa mais efetiva que o método convencional (meio semi-sélido), porque nestes
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sistemas as plantas tém maior acesso aos componentes do meio, o que permite a absorgédo de
nutrientes por toda sua superficie, levando a maiores ganhos em biomassa, producdo de
plantas mais uniformes e reducdo no tempo de propagacdo. Além disso, estes sistemas
possuem facilidade de manuseio, possibilidade de um determinado nivel de automatizacao,
economizando mao-de-obra, e também ndo utilizam agentes geleificantes no meio
(ETIENNE; BERTHOULY, 2002; GONZALEZ et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011a,
2011b; WELANDER et al., 2014).

O Sistema de Imersdo Temporaria (TIS), também conhecido como Biorreator de
Imersdo Temporaria (BIT) € um equipamento que utiliza meio liquido para micropropagacédo
clonal sob imersdo temporaria de células, tecidos ou 6rgdos, tendo como objetivo final a
producdo de mudas em larga escala (TEIXEIRA, 2002). O principio deste sistema se baseia
na imersdo dos explantes em meio de cultura liquido por intervalos curtos e em intervalos
regulares. Este sistema possui inimeras vantagens como: 1) evita a imersdo continua dos
explantes no meio de cultura, na qual pode afetar negativamente no crescimento e
morfogénese das plantas, produzindo brotos com sintomas hiperhidricos, por exemplo, 2)
permite a diluicdo de compostos fendlicos, evitando a oxidacdo dos tecidos, 3) fornece
adequada transferéncia de oxigénio para as plantas, 4) reduz problemas com contaminacao,
devido a reducdo de mao de obra 5) facilita a renovagdo do meio, 6) permite a autoclavagem
dos recipientes, 7) sdo sistemas de baixo custo, 8) possuem recipientes maiores que
economizam no tempo de transferéncia das plantas, entre outras (ETIENNE; BERTHOULY,
2002; REGUEIRA et al., 2018).

A reducdo dos custos em TISs quando comparados com o meio semi-sélido é um
grande atrativo para a producdo em larga escala. Essa reducdo se deve a varios fatores, como:
1) reducdo do numero de frascos, 2) reducdo do nimero de prateleiras, 3) reducdo de méo de
obra para a manipulacdo do material, e consequentemente, 4) reducdo de contaminacdo do
material (ESCALONA et al., 1999; ETIENNE; BERTHOULY, 2002). Lorenzo et al. (1998),
por exemplo, verificaram uma reducdo de custos de cerca de 46% ao utilizar TISs na
propagacdo de brotacdes de Saccharum spp. em relacdo ao meio semi-solido, atribuindo isso a
reducdo de mdo de obra e espaco requerido para a propagacdo. Escalona et al. (1999)
observaram uma reducdo de 20% nos custos de producédo por planta de abacaxi cultivadas em
TISs em comparacdo com o método convencional.

Embora muitas sejam as vantagens apresentadas por este sistema, um dos desafios
associados ao cultivo em biorreatores é a hiperidricidade, desordem fisiolégica relacionada

com o acumulo anormal de agua no interior das células e tecidos, que deixam as plantas com
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aspecto vitreo e transparente e com folhas e caule quebradi¢cos (LE ROUX; VAN STADEN,
1991; VASCONCELOS et al., 2012). No entanto, alguns trabalhos tém demonstrado solugdes
para reduzir ou até mesmo eliminar este problema por meio de procedimentos como, ajuste da
frequéncia e tempo de imersdo, aplicacdo de ar extra dentro do sistema e reducdo da
concentragdo de citocinina no meio de cultivo (AKDEMIR et al., 2014; CHAKRABARTY et
al., 2003; GONZALEZ et al., 2011; QUIALA et al., 2012).

Muitos trabalhos com espécies de eucalipto mostraram resultados promissores na
micropropagacdo em TISs. O hibrido E. grandis X E. urophylla apresentou uma taxa de
multiplicacdo 5,75 vezes maior em TIS do que em meio semi-sélido (BUSINGE et al., 2017).
Hajari et al. (2006), ao utilizarem o biorreator RITA® na propagacio de diferentes espécies de
eucalipto observaram uma taxa de multiplicacdo até 1,58 vezes maior em TIS do que em meio
semi-solido. Além destes, trabalhos com E. grandis X E. urophylla (OLIVEIRA et al., 2011a,
2011b e 2014), E. globulus (GONZALEZ et al., 2011) e E. camaldulensis (MENDONCA et
al., 2016), também apresentaram resultados promissores em TISs.

Um namero cada vez maior de biorreatores vem surgindo no mercado, com o objetivo
de aprimorar o0s aspectos ligados ao seu funcionamento e manuseio, produzindo um nimero
cada vez maior de plantas em um espaco reduzido de tempo, além de prezar por plantas de
qualidade e menor custo de producdo. Dentre estes sistemas, podemos destacar trés:
SETIS™", Plantform™? e ElecTIS®.

O biorreator SETIS™ (FIGURA 3) se baseia no principio de frascos gémeos
conectados entre si (sendo um frasco para 0 meio de cultura e o outro para os explantes). Este
sistema permite a propagacdo massiva de plantas, por possuir um grande frasco para a
multiplicacdo dos explantes (6 L). O funcionamento deste sistema ocorre da seguinte maneira:
o ar comprimido é fornecido para o frasco contendo o meio de cultura, fazendo com que o
meio seja transferido para o frasco contendo os explantes (o0 qual esta localizado sobre o
frasco do meio de cultura) e assim, os explantes permanecem por um determinado periodo de
tempo em contato com este meio. Depois disso, 0 meio é drenado para o seu frasco por meio
da forca de gravidade. Para que ocorra as trocas gasosas, 0 ar comprimido € fornecido para o

frasco dos explantes a fim de renovar 0 ambiente gasoso interno.

! Disponivel em: <setis-systems.be>. Acesso em: 11 jan. de 2019
2 Disponivel em: < www.plantform.se>. Acesso em: 11 jan. 2019.
® Disponivel em: < www.explanta.com/bioreactor-electis>. Acesso em: 11 jan. 2019.
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Figura 3 — Sistemas de Imersdo Temporaria (TISS).

Fonte: Preparada pela autora.

Embora poucos sejam os trabalhos na literatura que utilizaram este sistema na
propagacdo de plantas, resultados promissores foram encontrados, como é o caso de cana-de-
acUcar, em que o biorreator SETIS™ apresentou um maior nimero de brotos por explante
(41,0) quando comparadas com outros tipos de TISs (RITA® - Recipient for Automated
Temporary Immersion, TIB™ - Temporary Immersion Bioreactor e GIB - Gravity Immersion
Bioreactor) (BELLO-BELLO; MENDOZA-MEXICANO; PEREZ-SATO, 2018).

O biorreator Plantform™ (FIGURA 3) é composto de apenas um recipiente, o qual
serve tanto para 0 meio de cultura como para os explantes. Ele funciona por meio da entrada
de ar por uma das extremidades do sistema, que impulsiona a subida do meio de cultura até
uma cesta onde estdo dispostos os explantes, submergindo-os por um tempo determinado.
Este sistema conta com um fornecimento de ar extra que assim como o0 periodo de imerséao
também pode ser controlado e, além disso, seus recipientes podem ser dispostos um sobre o0
outro, economizando espaco e sendo um atrativo para producdo em larga escala
(WELANDER et al., 2014).

Os explantes cultivados neste biorreator apresentaram maiores taxas de multiplicacéo,
maior comprimento de brotos e maior taxa de enraizamento na maioria dos clones de
Castanea sativa testados, quando comparados com o biorreator RITA®. Segundo os autores,
isto pode ser explicado pela maior capacidade do Plantform™ para o meio de cultura quando
comparado com o biorreator RITA®, maior superficie para a disposicdo dos explantes, além
da aeracdo adicional que pode ser aplicada neste tipo de sistema (VIDAL; BLANCO;
CUENCA, 2015; WELANDER et al., 2014). Ja Sacco et al. (2015) ao compararem 0
desempenho do Plantform™ e de RITA® na micropropagacdo de Stevia rebaudiana, néo

observaram diferenga estatistica na taxa de multiplicacdo entre os dois biorreatores na
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frequéncia de imersdo a cada 3 h/3 min. E apesar de observaram a producdo de brotos com
melhor qualidade (sem hiperhidricidade) em biorreator RITA®, os brotos produzidos em
Plantform™ apresentaram maior porcentagem de enraizamento e o problema de
hiperhidricidade foi eliminado com uma frequéncia de imerséo a cada 8 h/3 min.

J& os biorreatores ElecTIS (FIGURA 3), desenvolvidos recentemente pela empresa
italiana Explanta e até entdo nunca testado, foi pela primeira vez utilizado neste trabalho. Este
sistema é inovador quanto ao seu funcionamento interno, ja que a imersao dos explantes pelo
meio de cultura ndo ocorre por meio da emissao forcada de ar do ambiente externo, como nos
demais biorreatores, mas sim por meio de um sistema pneumatico que muda a posicao dos
explantes dentro do recipiente, de modo temporario. Segundo os criadores do sistema, ele
apresenta as seguintes vantagens: 1) simplificacdo das operagdes de preparo, esterilizacéo e
manuseio do equipamento; 2) eliminacdo de risco de contaminacdo que ocorre devido a
ligacdo com meio externo; 3) trocas gasosas interna ao recipiente; 4) melhora das taxas de
multiplicacdo; 5) auséncia de alteragbes morfofisiologicas, tais como hiperhidricidade e
necrose de apices e 6) melhoramento do estado nutricional e vegetativo das plantas levando a
um maior rendimento na fase de aclimatizacéo e crescimento das plantas. Este sistema, assim
como o Plantform™ é composto por um Unico recipiente, que possui uma cesta onde os
explantes s@o dispostos. Ao ser acionado o0 sistema pneumatico, a cesta com os explantes, que
se encontra suspensa, € movida até o fundo do recipiente onde esta o0 meio de cultura, fazendo
com que as plantas permanecam em contato com o meio por um determinado periodo de
tempo.

Apesar de ainda ndo haver trabalhos publicados com o biorreator ElecTIS, este
sistema foi apresentado no Il Convegno Nazionale sulla Micropropagazione (VitroSOI
2017), em Pescia, na Italia e alguns resultados promissores foram mostrados com Paulownia,
Crisantemo e Nandina domestica (LAMBARDI, 2017).

2.6 Criopreservacao

A criopreservacdo é uma técnica de conservacao in vitro, a qual mantém o material
biolégico a uma temperatura ultrabaixa em nitrogénio liquido (-196°C) ou em sua fase de
vapor (-150°C) (KULUS; ZALEWSKA, 2014). Em tais temperaturas a atividade metabdlica é
efetivamente interrompida, o que permite o armazenamento do material por um longo periodo
de tempo (ENGELMANN, 2004; KULUS; ZALEWSKA, 2014; PADAYACHEE et al.,
2009).
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Esta técnica € vista como uma estratégia para complementar outros métodos de
manutengdo existentes, servindo como uma forma de backup de uma ampla base genética
para fins de reproducdo, além de assegurar caracteristicas juvenis e estabilidade genética de
gendtipos elite, enquanto ensaios de campo ocorrem e também por ser (til na manutencéo de
espécies em risco de extingdo (CARNEROS et al., 2017; LI et al., 2018; PADAYACHEE et
al., 2009).

A técnica de criopreservacdo oferece inGmeras vantagens, tais como: minima
manutengdo do material armazenado, redugéo de custos e de mao-de-obra, diminui riscos de
variagdes somaclonais, evita possiveis contaminacdes e o material pode ser estocado em
pequenos volumes (AHN; CHOI, 2017; ENGELMANN, 1992; NAIRN, 1993; PUKACKI;
JUSZCZYK, 2015).

Apesar das vantagens apresentadas por esta técnica, ela também possui alguns
desafios. Sendo que o mais importante deles é evitar a formagdo de cristais de gelo
decorrentes da exposicdo da agua celular a temperaturas de congelamento. Este tipo de evento
pode causar danos celulares irreversiveis, tal como a ruptura da membrana celular (DUMET
et al., 1994; PADAY ACHEE et al., 2009).

Para evitar tais danos é necessario a desidratacdo celular antes da exposicdo do
material ao nitrogénio liquido. A desidratacdo celular pode ocorrer por meio das técnicas de
criopreservacdo classicas ou novas. Nas técnicas classicas, também conhecida como slow
cooling ou two step cooling, a desidratacdo € induzida pelo congelamento, que geralmente
ocorre a uma taxa de 0,1 a 1°C/min até uma temperatura de pré-congelamento por volta de -
40°C. A taxa de resfriamento ndo pode ser muito rapida para permitir a desidratacao
suficiente do material e nem lenta demais, porque isso pode levar a uma desidratacdo muito
forte, tendo como consequéncia a morte celular. Esta técnica € usada principalmente para
espécies com tecidos indiferenciados ou apices de espécies tolerantes ao frio (ENGELMANN,
2004).

A diminuicdo de temperatura no processo de slow cooling causa um super
resfriamento do meio extracelular, seguido da formacdo de gelo. A membrana celular
funciona como uma barreira fisica que impede o gelo de penetrar no interior das células,
permanecendo o interior super resfriado, mas ndo congelado. Desta forma, para que ocorra o
equilibrio entre 0 meio interno e externo, as células perdem agua para 0 meio externo
causando assim a desidratacdo celular (ENGELMANN, 2004; TOWILL, 2002).

Apesar de ser uma técnica simples, a técnica de slow cooling apresenta desvantagens

como a necessidade de aparato de congelamento especial e é limitada quanto ao tipo de
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explante, ndo podendo ser usada para tecidos diferenciados de espécies tropicais e suscetiveis
ao frio (KULUS; ZALEWSKA, 2014). Desta forma, novas técnicas de criopreservacdo
surgiram para contornar tais problemas.

As técnicas novas de criopreservacdo sdo baseadas na vitrificacdo e podem ser
empregadas para uma ampla gama de explantes, além de ser mais facil de executar e mais
reprodutivel que a técnica classica (PANIS; LAMBARDI, 2005). Nesta técnica, a
desidratacdo é realizada antes do congelamento, por meio da exposicdo dos explantes a
solugdes crioprotetoras altamente concentradas e/ou dessecacdo pelo ar (ENGELMANN,
2004; REED et al., 2006).

A vitrificacdo € a transicdo da &gua do seu estado liquido para um estado vitreo
amorfo, ou seja, a solidificacdo ndo cristalina da agua, evitando assim a formacgéo de cristais
de gelo (ENGELMANN, 2004; PANIS; LAMBARDI, 2005). Um protocolo tipico baseado na
vitrificacdo consiste dos seguintes passos: pré-cultivo do material, encapsulamento e/ou
tratamento com LS (Loading Solution — mistura de crioprotetores toxicos diluidos, que visa
aumentar a resisténcia do material aos crioprotetores mais concentrados), tratamento com
PVS (Plant Vitrification Solution — mistura de crioprotetores de alta concentracdo) ou solucéo
de sacarose e a rapida imersdo em nitrogénio liquido. Depois do nitrogénio, ocorre o
descongelamento e lavagem do material com a WS (Washing Solution) para retirada dos
crioprotetores e inoculacdo no meio de recuperacdo (KULUS; ZALEWSKA, 2014).

O passo de pré-cultivo tem possibilitado aumentar a viabilidade do material de muitas
espécies vegetais apos a criopreservacdo. Isto porque ele é capaz de desencadear o acumulo
de varios compostos com propriedades crioprotetoras (agucares, acido abscisico, prolina e
betaina), os quais aumentam a tolerancia das plantas a estresses como a seca e o0 frio
(PADAYACHEE et al., 2009; KULUS; ZALEWSKA, 2014).

Na criopreservacdo de eucalipto o pré-cultivo € um passo muito importante, visto que
este género apresenta alta sensibilidade a dessecacdo (PADAYACHE et al., 2009), sendo
essencial o uso de métodos eficazes na desidratacdo celular sem causar danos aos tecidos a
serem criopreservados.

Em relacdo aos crioprotetores, estes podem ser de dois tipos: ndo-penetrantes
(sacarose e outros carboidratos) e penetrantes (DMSO - dimetilsulféxido, EG — etilenoglicol e
glicerol). O DMSO e o EG possuem rapida permeabilidade, formando um estado vitreo e
blogueando a formacéo de gelo. Ja o glicerol € menos penetrante, devido sua alta viscosidade

e alto peso molecular (KIM et al., 2009).
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Varios sdo os crioprotetores utilizados nos protocolos de criopreservacéo, entre eles
estdo PVS1, PVS2, PVS3, PVS4 e VSL (Vitrification Solution L). O mais utilizado é o PVS2,
que consiste em 30% (p/v) de glicerol, 15% (p/v) de etilenoglicol, 15% de DMSO (p/v) e 0,4
M de sacarose [13,7% (p/v)] em meio MS (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990).
Segundo Gé&mez-Pastrana; Gonzélez-Arnao e Martinez-Ocampo (2011), o PVS2 foi mais
eficaz na remocdo de &gua congelavel da célula, quando comparado com outros
crioprotetores. Além do tipo de crioprotetor utilizado, também é muito importante levar em
consideracdo o tempo que os explantes ficam expostos a ele (KULUS; ZALEWSKA, 2014).
Este tempo pode variar entre 15 e 25 min (TAKAGI et al., 1997; THINH; TAKAGI, 2002) e
1 e 2 h no caso de protocormos de orquideas (ANTONY et al., 2011, BUKHOV et al., 2006).
Além disso, o tipo de explante utilizado, a espécie estudada e o gendétipo utilizado podem
determinar o tempo de exposi¢do ao crioprotetor.

O método criogénico utilizado também pode ter grande influéncia nos resultados finais
da criopreservagdo. Um método bastante utilizado e que tém apresentado excelentes
resultados para diversas espécies € a droplet-vitrification. Este método teve origem a partir da
idéia em utilizar folhas de aluminio durante o processo de criopreservacdo (KARTHA et al.,
1982) e apresenta algumas vantagens, como por exemplo, as folhas de aluminio permitem alta
condutividade de calor, 0 que leva os explantes a atingirem taxas de congelamento e
aquecimento muito elevadas, evitando a formacao de cristais de gelo (KULUS; ZALEWSKA,
2014). Além disso, uma pequena quantidade de crioprotetor é utilizada, o que tambem
contribui para o rapido congelamento e aquecimento (SAKAI; ENGELMANN, 2007).

Outras vantagens deste método sdo a rapida transferéncia dos apices para dentro e fora
do nitrogénio e também a menor manipulacdo dos explantes, evitando assim riscos de lesdes
aos tecidos criopreservados (KACZMARCZYK et al., 2011; KULUS; ZALEWSKA, 2014).

Um outro método criogénico recentemente desenvolvido pelo Instituto Nacional de
Ciéncias Agrobioldgicas (NIAS) Genebank (Tsukuba, Jap&o) (VUJOVIC et al., 2015) e que
também tem demonstrado resultados promissores é 0 método da crioplaca. Este método utiliza
placas criogénicas de aluminio durante o processo da criopreservacdo. Ele surgiu com o
intuito de aprimorar a metodologia da droplet-vitrification, técnica que apesar das inimeras
vantagens apresentadas, exige um alto nivel de habilidade do executor (KULUS;
ZALEWSKA 2014).

No método da crioplaca os explantes sdo dispostos em pequenos po¢os nas placas de
aluminio, onde sdo fixados por meio do seu encapsulamento em alginato de sédio. O alginato

além de fixar os explantes nas placas de aluminio, tem fungdo de protecdo, visto que como ele
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evita o contato direto do explante com as solugdes crioprotetoras, pode ocorrer a atenuacgdo do
efeito toxico destas solugcbes (YAMAMOTO et al., 2011b). Neste método, a desidratacéo
pode ocorrer de duas formas, por meio de uma solucdo de vitrificacdo (desidratacédo
osmética), denominada de V-crioplaca, ou por meio da desidratacdo em fluxo laminar
(desidratacdo fisica), a chamada D-crioplaca (NIINO et al., 2014).

Outro fator que tem grande influéncia na recuperacdo apds a criopreservacgao € a idade
da planta que fornece o explante a ser criopreservado. O material a ser criopreservado deve
ser 0 mais jovem possivel, pois de acordo com Kulus e Zalewska (2014), as células deste tipo
de material s&o mais tolerantes ao congelamento.

Para Uchendu e Reed (2008), a recuperacdo das plantas apOs a criopreservacgao,
depende de muitos fatores, incluindo idade da planta méde, pré-tratamentos, comprimento e

tipo de aclimatizacéo ao frio, método criogénico utilizado e processo de recuperacao.
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CAPITULO 2 TRANSFORMACAO GENETICA DE UM HIBRIDO COMERCIAL DE
EUCALIPTO VISANDO O AUMENTO DA SINTESE DE CELULOSE

RESUMO

Devido a grande importancia econdmica que a celulose apresenta, o desenvolvimento de
gendtipos com maior produtividade deste polimero sdo cada vez mais desejados. Estes
genotipos podem ser obtidos por meio da transformacdo genética de plantas, com a insercao
de genes relacionados a sintese de celulose. O presente trabalho teve como objetivo a
transformacdo genética do hibrido Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla com o gene
OsCesA4, que tem papel na producdo de celulose na parede celular secundaria. Apos o
processo de transformacdo do eucalipto com o gene de interesse, foi realizada a sele¢do das
plantas transformadas com o agente seletivo PPT e estas foram confirmadas por meio de PCR
convencional. Em seguida foi realizada uma PCR com o primer do gene Bar, a fim de
certificar que o gene amplificado ndo era endégeno do eucalipto e sim o presente no cassete
génico inserido nas plantas. Além disso para certificar que este gene ndo era uma
contaminagdo por Agrobacterium tumefasciens, foi realizada uma PCR com os primers do
gene que confere resisténcia aos antibidticos estreptomicina e espectinomicina (Sm/Sp). Apos
a confirmacéo das plantas in vitro que passaram pelo processo de transformacéo, estas foram
aclimatizadas em casa de vegetacédo e o teor de celulose foi analisado. Além disso uma outra
PCR, utilizando os primers do gene de interesse foi realizada com as plantas aclimatizadas.
Dos 6 eventos sobreviventes ao PPT, 5 apresentaram o amplicom do gene de interesse na
PCR realizada com as plantas in vitro. Também foi confirmada a insercdo do cassete génico
nos 5 eventos por meio da PCR com os primers do gene Bar. J4 a PCR para verificar se as
plantas estavam contaminadas por A. tumefasciens foi inconclusiva, devido a amplificacdo em
todos os eventos e inclusive a planta controle. A PCR utilizando o DNA das plantas
aclimatizadas ndo apresentou reprodutibilidade comparado a PCR das plantas in vitro.
Associado a estes resultados, o teor de celulose das plantas que passaram pela transformacéo e
plantas controle foram estatisticamente iguais, sugerindo desta forma que as plantas que
sobreviveram ao agente seletivo eram quimeras. A regeneracdo das plantas quimeras foi
atribuida a concentracdo de PPT utilizada no meio de selecdo, que pode ter sido muito baixa,
e a protecdo das celulas ndo transformadas pelas células transformadas que as circundavam.

Palavras-chave: Eucalipto. OsCesA4. Agente seletivo. Teor de celulose. Quimeras.
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ABSTRACT

Due to the great economic importance presented by cellulose, the development of genotypes
with higher productivity of this polymer are increasingly desired. These genotypes can be
obtained through genetic transformation of plants, with the insertion of genes related to the
cellulose synthesis. The present work aimed at the genetic transformation of the Eucalyptus
grandis X Eucalyptus urophylla hybrid with the OsCesA4 gene, which plays a role in
cellulose production in the secondary cell wall. After the eucalyptus’ transformation with the
gene of interest, the transformed plants were selected with the PPT selective agent and
confirmed by conventional PCR. Then PCR was performed with the primer of the Bar gene to
certify that the amplified gene was not endogenous to eucalyptus but rather present in the
gene cassette inserted in the plants. In addition to certifying that this gene was not a
contamination by Agrobacterium tumefasciens, a PCR was performed with the primers of the
antibiotic resistance-conferring gene streptomycin and spectinomycin (Sm / Sp). After
confirming the in vitro plants that underwent the transformation process, they were
acclimatized in an greenhouse and the cellulose content was analyzed. In addition, another
PCR using the primers of the gene of interest was performed with the acclimatized plants. Of
the 6 events that survived to PPT, 5 presented the amplicon of the gene of interest in the PCR
performed with the plants in vitro. It was also confirmed the insertion of the gene cassette in
the 5 events by PCR with the primers of the Bar gene. The PCR to verify whether the plants
were contaminated by A. tumefasciens was inconclusive, due to the amplification in all the
events (even in the control plant). PCR using the DNA of the acclimatized plants showed no
reproducibility compared to PCR of plants in vitro. Associated with these results, the cellulose
content of the plants that underwent the transformation and control plants were statistically
the same, suggesting that the plants that survived the selective agent were chimeras. The
regeneration of chimera plants was attributed to the concentration of PPT used in the selection
medium, which may have been very low, and the protection of the untransformed cells by the
surrounding transformed cells.

Keywords: Eucalyptus. OsCesA4. Selective agent. Cellulose content. Chimeras.
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1 INTRODUCAO

A producdo de celulose vem crescendo cada vez mais no cenario mundial,
principalmente devido as fibras curtas, matéria prima proveniente da arvore de eucalipto
(IBA, 2017). Em 2018, o Brasil alcancou a segunda posicao na produgdo mundial de celulose
com 19,5 milhdes de toneladas (IBA, 2018), sendo que as espécies de eucalipto mais
utilizadas para o fornecimento de fibras curtas sdo Eucalyptus grandis, E. saligna, E.
urophylla bem como o hibrido E. grandis x E. urophylla (REMADE, 2002).

A importancia econdmica deste polimero se deve ao fato dele ser utilizado ndo s6 na
indastria de papel, mas também nas inddstrias téxtil, farmacéutica, alimenticia e de
cosméticos (BNDES, 2014). Recentemente a celulose também tem sido utilizada como uma
fonte renovavel de biocombustivel (MEENTS; WATANABE; SAMUELS, 2018).

Nos vegetais, a celulose estd presente nas paredes celulares e sua sintese ocorre por
meio de proteinas denominadas CesA, as quais juntas formam um complexo denominado
Complexo Celulose Sintase (CCS). Cada uma destas proteinas CesA é codificada por um
determinado gene CesA, os quais podem variar em numero de acordo com cada espécie
(DOBLIN et al.,, 2002). Em Arabidopsis por exemplo, AtCesAl, AtCesA3 e um dos
AtCesA2/5/6/9 estdo envolvidos na sintese de celulose da parede priméaria (DOBLIN et al.,
2002) e AtCesA4, AtCesA7 e AtCesA8 sdo essenciais na sintese de celulose da parede
secundaria (PERSSON et al., 2005).

Diante da importancia econémica da producéo de celulose em arvores de eucalipto, a
qual os genes CesA possuem papel fundamental, a busca por melhorias neste género visando
uma produtividade cada vez maior é frequente, e arvores com caracteristicas fenotipicas de
interesse tém sido selecionadas no decorrer do tempo e introduzidas em programas de
melhoramento, a fim de obter genotipos mais produtivos (GARTLAND et al., 2003).

Além disso, associadas a estes programas de melhoramento, aplicacdes
biotecnologicas, como a transformacdo genética, podem melhorar caracteristicas, que
permitirdo ganhos tanto em produtividade como em sustentabilidade, as quais via método de
melhoramento convencional sdo consideradas impraticaveis (NEHRA et al., 2005, TORRE et
al., 2014).

O presente estudo teve como objetivo transformar um hibrido comercial de eucalipto
via Agrobacterium tumefaciens inserindo o gene OsCesA4 e avaliar se houve alteracdo desse

composto na parede celular secundaria das fibras de eucalipto.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local de conducéo e material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratorio Central de Biologia Molecular (LCBM),
na Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os apices caulinares, utilizados como explante
para o experimento de transformacédo, foram obtidos a partir de plantas do hibrido comercial
de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla estabelecidas in vitro e mantidas em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas, luminosidade de 35 umol.m'z.s'l e temperatura de

26+2°C.
2.2 Construcéo do plasmideo

Para a transformacgdo genética foi utilizado o vetor binario p7i2x, contendo o cassete
génico (FIGURA 4) a ser inserido no genoma da planta, multiplos sitios de clonagem, genes
marcadores de selecdo, além das sequéncias das bordas esquerda e direita necessarias para o
reconhecimento da maquinaria natural da Agrobacterium tumefaciens. O cassete génico
contém um promotor da Ubiquitina, o gene de interesse OsCesA4 isolado de arroz e
homologo de AtCesA8, um terminador NOS-T e o gene marcador de sele¢do de plantas Bar, o
qual confere resisténcia ao herbicida Fosfinotricina (PPT), flanqueado pelo promotor
constitutivo 35-S e o terminador E9. Este vetor binario também contém o gene de resisténcia
aos antibioticos Espectinomicina e Estreptomicina utilizados para a selecdo das bactérias

transformadas.

Figura 4 — Esquema do cassete génico, contendo o gene de sele¢do Bar, seu promotor 35S e
o terminador E9, e 0 gene de interesse OsCesA4, com o promotor da Ubiquitina e
o terminador NOS. LB - borda esquerda, RB — borda direita.

LB—@ Bar | E9 }—{ Ubi OsCesa4 | NOS RB

Fonte: Preparada pela autora.

2.3 Confirmacdo da presenca do vetor em Agrobacterium tumefaciens

Para o processo de infeccdo nos calos foram utilizadas bactérias transformadas,

estocadas a -80°C no Laboratorio Central de Biologia Molecular (LCBM), da Universidade
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Federal de Lavras (UFLA). Para a confirmacdo da presenca do vetor nas bactérias foi
realizada uma Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando o primer que amplifica o
gene de interesse, no caso 0 OsCesA4. Para este procedimento foi realizada a extracdo do
DNA plasmidial através da lise celular utilizando uma solucdo alcalina. Para isso 10uL da
solucdo do estoque de bactérias (estoque em glicerol) foi colocada em 5 mL de meio LB
liquido contendo os antibiéticos Espectinomicina 100 pg/mL e Estreptomicina 300 pg/mL
(concentracBes no meio de cultura). Estas bactérias cresceram por 48 horas a 28°C sob
rotacdo de 200 rpm. Desta solucéo foram transferidos 2 mL para microtubos e centrifugados a
14000 rpm por 2 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido com 200uL de uma primeira solugdo (50 mM TRIS, 10 mM EDTA, 0,1 g/L
RNAse A, a um pH de 8,0), utilizando vortex. Para a lise celular 200pL de uma segunda
solucéo alcalina (200 mM NaOH e 1% p/v SDS) foi adicionado e, sucessivamente, mais 200
KL de uma terceira solucdo (3M Acetato de Potassio a um pH de 5,5).

As amostras permaneceram 10 minutos em gelo e foram centrifugadas a 14000 rpm
por 10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para microtubos de 1,5 mL, contendo
450 pL de isopropanol 100%, para a precipitacdo do DNA plasmidial. Os microtubos
permaneceram em temperatura ambiente por 5 minutos e foram centrifugados, novamente, a
14000 rpm por 10 minutos para a formacdo do pellet contendo o plasmideo. O alcool
isopropilico foi retirado e acrescentado etanol 75% com o intuito de lavar o pellet. O etanol
foi descartado e o pellet ressuspendido com 20 pL do tampdo TE (10mM Tris, 1ImM EDTA a
um pH de 8,0).

O DNA plasmidial obtido foi quantificado em espectrofotdmetro (Nanodrop® ND-
1000) a Azsp nm. Para a amplificacdo do gene OsCesA4 foi realizada uma reagdo contendo 1
U de GoTag® Flexi DNA polimerase (Promega®), 3 puL tampdo 5 X, 0,6 mMol/L dNTP mix,
1,75 mM de MgCI, 0,4 uM de primer do gene (Fw: 5° - GGAAAGAGATTGGCTGGAT e
Rv: 5 — GATGCCGATGCCACTCCACC), 5% de DMSO e 3,33 ng/pL do DNA extraido,
completando o volume final com &gua ultrapura autoclavada para 25 pL. A amplificacéo foi
realizada em termociclador Eppendorf® Mastercycler, programado com temperatura de
desnaturacao inicial de 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de amplificacdo compostos de 3 etapas:
95 °C, por 30 segundos; 60°C por 30 segundos; 72 °C, por 2 minutos com uma extensao final
de 2 minutos a 72 °C. O resultado da PCR foi visualizado a partir da técnica de eletroforese
em gel de agarose 1% (80 mL TAE, 0,8g agarose e 0,8uL de Brometo de Etidio) sob uma

voltagem de 80 V, por um periodo de 50 minutos, esperando a amplificagdo de um fragmento
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de 456 pb. Apds confirmacdo, a bactéria foi utilizada para o procedimento de transformacéo

genética dos calos de eucalipto.
2.4 Transformacéao genética do clone LCBM?2

Para a transformagdo genética via Agrobacterium tumefaciens foram utilizados calos
organogénicos do clone comercial LCBM2 de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
formados a partir do meio de cultura desenvolvido por Batista (2012). Para a indugdo dos
calos, 300 apices caulinares foram inoculados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
acrescido de 0,001 mg/L de ANA (acido naftaleno acético), 0,1 mg/L de TDZ (Thidiazuron),
30 g/L de sacarose e 4,9 g/L de agar (meio de inducdo de calos), onde permaneceram por um
periodo de 10 dias no escuro a uma temperatura de 26+2°C, até 0 momento da infeccao.

Para a infeccdo dos calos foram utilizadas as bactérias confirmadamente
transformadas. Para isso 10 pL da cepa LBA4404 foi inoculada em 5 mL de meio LB liquido
suplementado com antibioticos Espectinomicina 100 pg/mL e Estreptomicina 300 pg/mL
(concentracBes no meio de cultura) e permaneceram sob agitacdo de 200 rpm a 28°C por 48
horas. Apds este tempo, foi adicionado ao pré-in6culo 100 mL de meio LB com os
respectivos antibidticos onde permaneceram novamente sob agitacdo nas mesmas condicoes
citadas acima. Para o processo de transformacdo, as bactérias foram transferidas para tubos
falcon de 50 mL e centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos. Em seguida, 0 sobrenadante foi
descartado e o pellet, contendo as bactérias, foi ressuspendido em meio de inducdo liquido
contendo 100 uM de acetoseringona, até atingir uma densidade 6ptica de 0,45.

Os calos a serem transformados foram transferidos para erlenmeyers de 25 mL,
contendo 10 mL do meio liquido com as bactérias. Os erlenmeyers foram colocados em uma
camara de vacuo e submetidos a um vacuo de 400 mmHg por 4 minutos (BALIEIRO, 2013).
Ao todo, 200 calos foram transformados, 50 passaram pelo mesmo processo, porém sem
contato com a bactéria (controle infiltracdo) e os outros 50 foram diretamente transferidos
para meio de inducdo de calos, sem passarem pelo processo de infiltracdo (controle total).

Apos este processo, os calos transformados foram inoculados em um novo meio de
inducdo sélido apresentando a mesma composicao dos anteriores, mas acrescido de 100 uM
de acetoseringona, onde permaneceram por 5 dias no escuro com temperatura de 26°C * 2,
para a fase de co-cultivo. Depois desta fase, os calos foram novamente transferidos para outro
meio de inducdo contendo 500 mg/L de Tioxin®, para a eliminagdo das A. tumefaciens, onde

permaneceram por 15 dias em salas de cultivo nas mesmas condig¢des anteriores.
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Depois de 30 dias em meio de indugéo, os calos foram transferidos para meio de
regeneracdo MS acrescido de 0,1 mg/L de ANA, 0,3 mg/L de BAP (6-benzilaminopurina), 30
g/L de sacarose e 4,9 g/L de agar (BATISTA, 2012). Além disso, foi adicionado a este meio o
herbicida fosfinotricina (FINALE®) na concentracdo de 0,6 mg/L (testada em experimentos
anteriores) para a selegdo das plantas transformadas. Aos 15 dias, os calos foram
subcultivados para um novo meio de regeneragdo com a mesma composicdo citada
anteriormente, além da presenca do herbicida fosfinotricina, e mantidos em sala de
crescimento com temperatura de 26°C + 2 e luminosidade de 35 uM fotons/m?/s.

Apos este periodo, plantas provenientes dos calos foram excisadas e transferidas para
meios de multiplicacdo MS acrescido de 1 mg/L de AIA (&cido indolacético), 0,03 mg/L de
BAP, 20 g/L de sacarose, 1,7 g/L de phytagel e 0,6 mg/L de fosfinotricina para a sucessiva
selecdo das plantas. As plantas foram subcultivadas a cada 30 dias até atingirem um tamanho
ideal para as posteriores avaliacfes e até todas as plantas, do controle infiltracdo, serem

eliminadas.
2.5 Extracao do DNA gen6mico

Para extracdo do DNA gendmico foi utilizado o protocolo de extragdo CTAB (Catonic
Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide) com modificacbes. A parte aérea das plantas
sobreviventes ao herbicida foi coletada, macerada em nitrogénio liquido e transferida para
eppendorf de 2 mL. Apds este procedimento, foi acrescido a cada eppendorf 1,4 mL do
tampao CTAB (2% p/v CTAB; 2,5% p/v de PVP-40; 2M NaCl; 100 mM tris-HCI pH 8,0; 25
mM EDTA pH 8,0) e em seguida foi adicionado 2% (v/v) de B-mercaptoetanol (cerca de 28
pL) em cada amostra e homogeneizado por 30 segundos com auxilio de vortex. As amostras
foram colocadas em Thermomixer comfort por 40 minutos a 65°C e homogeneizadas por
inversdo a cada 10 minutos. Apos este periodo as amostras foram submetidas a um choque
térmico em gelo por 5 minutos para a posterior centrifugacdo por 10 minutos a 11000 rpm.
Em seguida, aproximadamente 800 pL do sobrenadante foi coletado e transferido para um
novo tubo de 2 mL, onde foi acrescentado 800 pL da mistura cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1 (vIv)) seguido de uma homogeneizacdo por inversdo por 10 min. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 11000 rpm e o sobrenadante, novamente, coletado
(aproximadamente 600 pL) e transferido para um novo tubo de 1,5 mL.

Para a precipitacdo do DNA gendmico, a cada amostra foi adicionado 600 pL de

alcool isopropilico gelado, homogeneizada por inversdo e incubada a -20°C por 2-4 horas.
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Apls esta etapa, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 11000 rpm e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 70% gelado.
Depois, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 11000 rpm. Apoés a retirada do
etanol e a secagem do pellet, este foi ressuspendido com 50 pL do tampédo TE e armazenado a
-20°C. O DNA gendmico foi quantificado em espectrofotdmetro (Nanodrop® ND-1000) a

Aogo NM.

2.6 Confirmacdo da presenca do gene OsCesA4 através da insercdo do cassete génico nas
plantas

Para a confirmacgéo da presenca do gene de interesse no genoma da planta foi realizada
PCR convencional, contendo 1 U de GoTaq® Flexi DNA polimerase (Promega®), 3 pL
tampao 5 X, 0,6 mMol/L dNTP mix, 1,75 mM de MgCl, 0,4 uM de primer do gene e 3,33
ng/uL de DNA, completando o volume final com agua ultrapura autoclavada para 25 pL. A
amplificacdo foi realizada em termociclador Eppendorf® Mastercycler, programado com
temperatura de desnaturacdo inicial de 95 °C, por 5 minutos, 35 ciclos de amplificacéo
compostos de 3 etapas: 95 °C, por 30 segundos; 60°C por 30 segundos (anelamento do
primer); 72 °C, por 2 minutos com uma extenséo final de 10 minutos a 72 °C.

O resultado da PCR foi visualizado a partir da técnica de eletroforese em gel de
agarose 1% (80 mL TAE, 0,8 g agarose e 0,8 uL de Brometo de Etidio) sob uma voltagem de
80 V por 50 minutos, esperando a amplificacdo de um fragmento com 456 pb.

Para certificar de que o gene de interesse amplificado ndo era endégeno do eucalipto
foi realizada uma PCR com os primers do gene Bar (Fw: 5° - TGCACCATCGTCAACCAC e
Rv: 5 — GGCATGACGTGGGTTTCT). A amplificacdo foi realizada em termociclador
Eppendorf® Mastercycler, programado com temperatura de desnaturacdo inicial de 95 °C, por
10 minutos, 35 ciclos de amplificacdo compostos de 3 etapas: 95 °C, por 30 segundos; 61°C
por 30 segundos (anelamento do primer); 72 °C, por 2 minutos com uma extensdo final de 10
minutos a 72 °C.

O resultado da PCR foi visualizado a partir da técnica de eletroforese em gel de
agarose 1% (80 mL TAE, 0,8 g agarose e 0,8 uL de Brometo de Etidio) sob uma voltagem de
80 V por 50 minutos, esperando a amplificacdo de um fragmento com 616 pb.

Para certificar que a amplificacdo nas plantas ndo era uma possivel contaminacéo por
A. tumefasciens foi realizada uma PCR com os primers do gene que confere resisténcia aos

antibidticos estreptomicina e espectinomicina (Sm/Sp) (Fw: 5 —
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GCGGTTTTCATGGCTTGTTA ¢ Rv: 5° — GCCGAAGTTTCCAAAAGGTC). A
amplificacdo foi realizada em termociclador Eppendorf® Mastercycler, programado com
temperatura de desnaturacdo inicial de 95 °C, por 5 minutos, 35 ciclos de amplificacdo
compostos de 3 etapas: 95 °C, por 30 segundos; 63,5°C por 30 segundos (Anelamento do
primer); 72 °C, por 2 minutos com uma extenséo final de 2 minutos a 72 °C.

O resultado da PCR foi visualizado a partir da técnica de eletroforese em gel de
agarose 1% (80 mL TAE, 0,8g agarose e 0,8uL de Brometo de Etidio) sob uma voltagem de
80 V por 50 minutos, esperando a amplificacdo de um fragmento com 383 pb.

2.7 Enraizamento e aclimatizacéo das plantas

Apos a confirmacdo e multiplicagdo das plantas transformadas, estas foram
transferidas para meio de enraizamento MS Y, forca, acrescido de 15 g/L de sacarose,
pantotenato de calcio, biotina, acido indol-butirico (AIB) na concentracdo de 0,1 mg/L e 4,9
g/L de agar. As plantas foram mantidas neste meio por 30 dias. Apés este periodo, as plantas
passaram pelo processo de aclimatizacdo em que estas foram transplantadas para copos
plésticos descartaveis de 770 mL, com substrato comercial, e cada uma foi revestida por um
saco plastico e transferida para casa de vegetacdo com 90% de umidade relativa do ar,
temperatura média de 31°C, sistema de nebulizagdo automatico a cada 5 minutos, fotoperiodo
de 12 horas e intensidade de luz de 52 pmol/m?/s. Apés 2 dias foi realizado um corte em um
dos vértices do saco plastico, depois de 5 dias do primeiro corte o outro vértice foi cortado e
passados mais 5 dias toda a parte superior do saco plastico foi retirada. Apds 30 dias em casa
de vegetacdo, os caules das plantas aclimatizadas foram coletados e macerados para posterior

andlise de celulose (as plantas foram irrigadas desde o primeiro corte no saco plastico).
2.8 Quantificacdo de celulose na parede celular

Para extracdo e quantificacdo de celulose da parede celular de eucalipto foi utilizado o
protocolo de Tang et al. (2015) com modificac6es. Para extracdo da celulose, 500 mg de caule
de eucalipto de plantas provenientes da estufa foram macerados em nitrogénio liquido. Depois
disso o material macerado foi seco em estufa a 65°C por 2 dias e logo apds a massa seca das
amostras foi pesada. O macerado foi tratado com 1,25 mL de etanol 80% por 1 h e
centrifugado a 10000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida o sobrenadante foi

descartado e o macerado foi tratado com 1,25 mL de etanol 100% por 1 h e centrifugado nas
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mesmas condigdes acima. O sobrenadante foi novamente descartado e foi acrescentado 1,25
mL de acetona a 100% por 3 vezes durante 10 min cada vez. Ao final de cada tempo as
amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. Os residuos
insoliveis em &lcool (AIR) obtido dos tratamentos com etanol e acetona, foram secos sob
véacuo no Eppendorf - Concentrator 5301 & 60°C por 2 h e hidrolisados com 1 mL de &cido
trifluoracético (TFA) 2 M a 120°C por 2 h. Apos o esfriamento das amostras, estas foram
centrifugadas a 3000 rpm por 3 min a temperatura ambiente para a separacdo dos
monossacarideos hidrolisados da celulose ndo digerida. A celulose ndo digerida (pellet) foi
ressuspendida em 800 uL de &gua destilada, agitada em vortex e centrifugada a 3000 rpm por
3 min. Essa ultima lavagem foi repetida por 5 vezes e na quinta lavagem o sobrenadante foi
descartado. Depois foi adicionado mais 800 uL de agua destilada e agitada novamente em
vortex. Destes 800 pL, foram colocados 200 pL da suspensdo em tubos de ensaio. Em cada
tubo com 200 uL da suspensdo (amostra + agua), foi adicionado 200 pL de fenol a 5% (v/v) e
2 mL de acido sulfdrico P.A. A mistura foi rapidamente agitada em vértex por ~3 segundos e
deixadas por 4 h em descanso a temperatura ambiente. Apds este periodo foi realizada a
leitura das amostras em Nanodrop a 500 nm. Para a curva padrdo, 0,015 g de Celulose
Microcristalina P.A da marca Synth foi pesada e ressuspendida em 800 L de agua destilada.
Dos 800 pL da suspensdo, 200 pL foram colocados em um tubo de ensaio e as mesmas
quantidades de fenol e &cido sulfdrico foram adicionados como mencionado acima e
procedeu-se da mesma maneira realizada para as amostras. Foram realizadas a leitura de ao
menos 5 pontos para a confec¢do da curva.

Para 0 experimento de quantificacdo de celulose foi utilizado o Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC), com 6 tratamentos (planta controle e 5 eventos confirmados
— cada evento representado por uma unica planta) e 6 repeticdes por tratamento, sendo cada
repeticdo composta de uma planta. Os dados foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) através do
programa estatistico SISVAR versdo 4.3 (FERREIRA, 1999).
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3 RESULTADOS

3.1 Confirmacgéao da presenca do vetor em Agrobacterium tumefaciens

Apds o procedimento de lise celular em A. tumefaciens, foi realizada uma PCR com o
DNA plasmidial obtido e o resultado desta PCR foi observado no gel de agarose representado
pela Figura 1. Neste gel observa-se o amplicon de 456 pb, correspondente ao gene de
interesse OsCesA4, nas duas coldnias de A.tumefasciens analisadas (C3.1, na concentragao
total de DNA e na concentracdo diluida a 50 ng/uL, e a col6nia C4.1, diluida a 50 ng/uL).
Para o controle positivo (C+) foi utilizado DNA da bactéria Escherichia coli transformada.
Este resultado confirma a inser¢cdo do gene de interesse em A. tumefaciens.

Figura 1 — Gel de agarose com colonias de Agrobacterium tumefasciens transformadas. M:
marcador molecular de 10000 pb; C+: DNA de E. coli transformada; C3.1 50:
colonia 3 de A. tumefasciens com DNA a 50 ng/pL; C3.1 total: colonia 3.1 de A.
tumefasciens com DNA sem diluigdo e C4.1 50: colbnia 4.1 de A. tumefasciens
com DNA a 50 ng/uL.

C+ C3.1 C3.1 C4.1
50 total 50

456 pb

Fonte: Preparada pela autora.

3.2 Confirmacdo da presenca do gene OsCesA4 por meio da insercdo do cassete génico

nas plantas

Com a confirmacao da insercdo do gene de interesse em A. tumefaciens, realizou-se a

transformac&o genética dos calos de E. grandis X E. urophylla pelo método de transformacao
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indireto, utilizando a bactéria A. tumefaciens. Depois do processo de transformacéo, realizou-
se uma PCR com o DNA gendmico das plantas que sobreviveram ao processo de selecdo,
com o herbicida Fosfinotricina (PPT), e o resultado desta PCR foi observado no gel de
agarose representado pela Figura 2. Das plantas que sobreviveram ao processo de sele¢do, em
5 dos 6 eventos analisados observou-se um amplicon de 456 pb, correspondente ao tamanho
do gene de interesse OsCesA4. O evento 2 foi o Unico que ndo apresentou o amplicon de 456
pb, sendo este um possivel escape. Como esperado, ndo houve amplificacdo da planta
controle (P-). Para o controle positivo, representado por C+, foi utilizado o DNA de A.
tumefaciens e para o controle negativo da reacdo, representado por C-, foi utilizado agua no
lugar do DNA.

Figura2 — Gel de agarose da confirmagdo de 5 eventos contendo o0 gene de interesse
OsCesA4 em plantas de eucalipto. M: marcador molecular de 10000 pb; C-:
controle negativo (agua); P-: planta controle (ndo transformada); E1, E3, E4, E6 e
E7. eventos confirmados (cada um representado por uma Unica planta de
eucalipto), E2: planta ndo confirmada (escape); C+: controle positivo (DNA de A.
tumefasciens transformada).

456 pb

Fonte: Preparada pela autora.

Com a confirmacdo da presenca do gene OsCesA4 nas plantas foi realizada uma outra
PCR, com o DNA das plantas que passaram pelo processo de sele¢cdo com o PPT, porém desta
vez foi utilizado os primers do gene de selecdo Bar, a fim de certificar que a amplificacdo do
gel anterior ndo era de um gene enddgeno do eucalipto e sim do gene de interesse OsCesA4
inserido nas plantas por meio do cassete génico, o qual também contém o gene Bar. O

resultado desta PCR foi observado no gel de agarose representado pela Figura 3, em que 0s 5
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eventos confirmados anteriormente apresentaram um amplicon de 616 pb, correspondente ao
gene de selecdo Bar. Este resultado mostra que o gene amplificado foi mesmo o inserido nas

plantas e ndo um gene enddgeno do eucalipto.

Figura 3— Gel de agarose para a confirmagdo da insercdo do cassete génico nas plantas
através do gene Bar. M: marcador molecular de 10000 pb; C-: controle negativo
(&gua); P-: planta controle (ndo transformada); E1, E3, E4, E6 e E7: eventos
confirmados (cada um representado por uma Unica planta de eucalipto), C+:
controle positivo (DNA de A. tumefasciens transformada).

616 pb

Fonte: Preparada pela autora.

Com a certificacdo de que o gene amplificado nas plantas ndo era enddgeno do
eucalipto, o proximo passo foi realizar uma PCR com o DNA gendmico das plantas,
utilizando os primers do gene que confere resisténcia aos antibidticos estreptomicina e
espectinomicina (Sm/Sp), a fim de verificar uma possivel contaminacdo das plantas pela A.
tumefaciens. O resultado desta PCR pode ser visualizado na Figura 4, o qual pode-se observar
uma amplificacdo do gene em todos 0s eventos anteriormente confirmados e inclusive da
planta controle (planta ndo transformada). Visto que este gene esta presente apenas em A.
tumefaciens, o resultado esperado era de que nenhuma planta apresentasse o amplicon deste
gene (383 pb), o que ndo ocorreu no presente estudo. Porém ndo podemos afirmar com
certeza que as plantas que passaram pela transformagdo estdo contaminadas pela A.
tumefaciens, visto um amplicon na mesma altura destas plantas foi apresentado pela planta

controle, a qual ndo teve nenhum contato com a bactéria.



53

Figura 4 — Gel de agarose para verificacdo de possivel contaminagdo com A. tumefasciens
através do gene que confere resisténcia a estreptomicina e espectinomicina
(Sm/Sp). M: marcador molecular de 10000 pb; C-: controle negativo (agua); P-:
planta controle (ndo transformada); E1, E3, E4, E6 e E7: eventos confirmados
(cada um representado por uma Unica planta de eucalipto), C+: controle positivo
(DNA de A. tumefasciens transformada).

383 pb

Fonte: Preparada pela autora.

3.3 Quantificacéo de celulose na parede celular

Plantas provenientes dos 5 eventos confirmados foram aclimatizadas em estufa e apos
um més foi avaliado o teor de celulose das mesmas. De acordo com a Tabela 1 podemos
observar que ndo houve diferenca estatistica no teor de celulose nas plantas que passaram pelo
processo de transformacdo genética quando comparadas com as plantas que ndo passaram por

este processo (controle).

Tabela 1 — Teor de celulose em mg/g de massa seca de caule de E. grandis x E. urophylla.

Tratamentos Teor de Celulose (mg/g)
Controle 135,52 a
Evento 1 165,49 a
Evento 3 111,06 a
Evento 4 113,92 a
Evento 6 104,86 a
Evento 7 126,32 a

Meédias seguidas da mesma letra pertencem ao mesmo grupo (Scott-Knott, p < 0,05).
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4 DISCUSSAO

O segmento de celulose é o que mais cresce no setor de arvores plantadas no Brasil,
sendo o eucalipto o principal fornecedor deste polimero. Desta forma, o estudo de genes que
alteram a composicdo da celulose na parede celular do eucalipto é muito importante.

No presente estudo, embora houve a confirmagdo da inser¢cdo do gene OsCesA4 nas
plantas que passaram pelo processo de transformacgdo, ndo foi possivel concluir que estas
plantas estavam realmente transformadas. Primeiramente porque o gel para verificacdo de
uma possivel contaminacdo com A. tumefasciens foi inconclusivo. Isto porque todos os
eventos anteriormente confirmados apresentaram amplificagdo, inclusive a planta néo
transformada, desta forma, ndo se pode afirmar que o gene amplificado foi o inserido no
genoma das plantas ou se era 0 da bactéria A. tumefaciens, o qual de alguma forma possa ter
permanecido nas plantas. Um outro ponto também coloca em ddvida se as plantas
confirmadas estavam ou ndo transformadas. Apos a aclimatizagdo das plantas que passaram
pelo processo de transformagéo, uma nova PCR foi realizada utilizando o DNA destas plantas
e 0S mesmos parametros estabelecidos na PCR das plantas in vitro. Porém, ndo foi observada
reprodutibilidade deste novo gel quando comparado com o gel de confirmacao das plantas in
vitro. Problemas como amplificacdo da planta controle (planta ndo transformada) ou auséncia
do amplicon de interesse nas plantas supostamente transformadas estavam presentes neste gel
(gel ndo apresentado).

Diante destes resultados, surgiu a hipdtese das plantas que passaram pelo processo de
transformacdo serem plantas quimeras, ou seja, brotacbes compostas de uma mistura de
tecidos transformados e tecidos néo transformados (DOMINGUEZ et al., 2004).

O fendbmeno de plantas quimeras foi relatado em varias espécies de dicotiledéneas que
passaram pelo processo de transformacdo com Agrobacterium, tais como soja (CHRISTOU,
1990), citrus (DOMINGUEZ et al., 2004), Vigna mungo (MURUGANANTHAM et al.,
2007), dentre outras.

Uma hipdtese levantada neste estudo que possa ter levado a regeneracdo de plantas
quimeras é a concentracdo de PPT que foi utilizada para selecionar as plantas. Para a selecédo
de plantas que passam pelo processo de transformacdo genética deve-se primeiramente
estabelecer uma curva de mortalidade para o agente seletivo, a fim de aumentar a eficiéncia
de selecdo dos eventos transformantes (SELVARAJ et al., 2000). Para a obtengdo do maximo

de transformantes, determina-se utilizar a concentragao do agente seletivo que inibe 100% do
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crescimento das plantas controle e permite a regeneracdo das plantas transformadas (PARK et
al., 1998).

Em experimentos de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin) para determinar o
nivel letal do herbicida PPT, foram escolhidas trés concentracdes para selecionar as plantas
que passaram pelo processo de transformagao (2, 3 e 4 mg/L de PPT), visto que em nenhuma
delas ocorreu regeneracdo de brotos. Depois da selecdo com o PPT, as plantas sobreviventes
as trés concentracdes utilizadas foram analisadas por Southern blot, a fim de verificar a
presenca do transgene nas plantas. O resultado observado foi que apenas as plantas
sobreviventes a concentracdo de 4 mg/L de PPT apresentaram o transgene, 0 que mostra que
as concentragdes de 2 e 3 mg/L de PPT, as quais neste estudo foram consideradas como as
minimas concentrac@es letais para a selecdo, originou uma alta frequéncia de regenerantes ndo
transformados (PARK et al., 1998). O resultado destes autores pode explicar a hipdtese da
regeneracdo de plantas quimeras do presente estudo, visto que o uso de 0,6 mg/L de PPT
possa ter sido ineficiente para a selecdo de plantas que passaram pelo processo de
transformacéo, ja que esta foi a menor concentracdo em que ndo houve regeneracdo de
plantas.

Outras hipoteses também foram propostas para explicar a regeneracdo de plantas
quimeras, como: 1) a selecdo de células vegetais mutantes resistente ao agente seletivo; 2)
tolerancia ndo especifica enddgena das células vegetais ao agente seletivo; 3) protecdo de
células ndo transformadas, ao agente seletivo, pelas células transformadas que a circundam e
4) persisténcia da A. tumefasciens em tecidos infectados (DOMINGUEZ et al., 2004).

A primeira hipotese relatada por Dominguez et al. (2004) também foi observada por
Cancado et al. (2009), que observaram que a sobrevivéncia ao agente seletivo de plantas ndo
transformadas, pode ocorrer pelo surgimento de variaces somaclonais (mutacdes) nestas
plantas. No presente estudo, ndo foi possivel afirmar que as plantas que resistiram ao agente
seletivo eram mutantes, pois segundo Birch et al. (1997), ensaios de expressdao do gene
introduzido sdo necessarios para tal afirmacéo.

A segunda hipotese, a qual sugere uma tolerancia endogena das células vegetais ao
agente seletivo, ndo foi considerada valida neste experimento. Esta hipOtese foi negada
porque no presente trabalho, além do controle total (calos que ndo passaram pelo processo de
transformacéo), foi utilizado o controle infiltracdo, representado pelos calos que passaram por
todo o processo de transformacdo porém ndo entraram em contato com a bactéria A.
tumefaciens. Como as plantas deste controle ndo sobreviveram ao meio de selecdo com o

herbicida fosfinotricina, foi descartada a possibilidade de uma tolerancia endégena das plantas
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ao agente seletivo. Dominguez et al. (2004) também ndo consideraram esta hipétese. Pois de
acordo com os autores, explantes controle que ndo foram inoculados com bactéria, ao serem
cultivados com 100 mg/L de Canamicina ndo regeneraram plantas.

A terceira hipOtese, que sugere a ocorréncia de uma protecdo de células ndo
transformadas por células transformadas circundantes, chamada de “protecdo-cruzada” por
Park et al. (1998), também foi considerada como capaz de explicar a possivel regeneracao de
quimeras neste estudo. Isto porque, no meio de selecdo com o agente seletivo PPT a
regeneracao dos brotos de eucalipto ocorreu a partir dos calos que passaram pelo processo de
transformacéo, e parte desse calo (camada superior) ndo se encontrava em contato direto com
0 agente seletivo presente no meio de cultura. Desta forma, é provavel que algumas plantas
regeneradas tenham vindo de uma mistura de células de calos transformadas e ndo
transformadas, ja que estas foram protegidas pela eficiente detoxificacdo pelas células
transformadas circundantes.

No trabalho de Dominguez et al. (2004), muitas das plantas de citrus consideradas
CcoOmo quimeras ou escape surgiram proximas ou mesmo a partir de plantas transformadas, o
que foi observado por meio da analise visual utilizando os genes reporteres gusA (B-
glucuronidase) e gfp (green fluorescente protein). Chen et al. (2011) embora néao
conhecessem a exata razdo da formacao de plantas quimeras originadas apds a transformacéo
de Lesquerella flendleri com A. tumefasciens, também suspeitaram de uma eficiente protecéo
de células nao transformadas por células transformadas, pelo motivo de escapes (plantas néo
transformadas) terem surgido préximas ou mesmo a partir de calos quimeras.

A quarta hipoOtese, que considera a persisténcia da A. tumefasciens em tecidos
infectados ndo pode ser utilizada para explicar o surgimento de possiveis quimeras no
presente estudo. Isto porque ndo houve um resultado conclusivo no gel de verificacdo de uma
possivel contaminacdo das plantas com a bactéria A. tumefaciens (resultado apresentado pelo
gel com os primers Sm/Sp). Apesar disso, uma hipotese de que estas plantas poderiam néo
estar contaminadas por A. tumefasciens se apoia no fato do antibiético Tioxin®, utilizado no
presente trabalho, ter acdo bactericida, eliminando toda a bactéria das plantas, e ndo apenas
inibindo o crescimento delas como os antibidticos bacteriostaticos.

Dominguez et al. (2004), por outro lado, observaram a persisténcia de A. tumefasciens
em explantes de citrus que passaram por transformacdo genética, depois de nove meses do co-
cultivo, e associaram isto ao uso dos antibioticos cefotaxima e vancomocina utilizados para a
eliminacdo da bactéria. Segundo estes autores a eliminacdo completa da bactéria foi mais

dificil, devido a acéo bacteriostatica dos antibioticos utilizados.
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Além destas hipoteses, Cancado et al. (2009) sugerem que a regeneracdo de plantas
ndo transformadas que foram resistentes ao agente seletivo, podem ocorrer por meio da
degradacdo do agente seletivo. Hipdtese ndo considerada aqui, visto que andlises de
composicdo do meio de cultura deveriam ser realizadas para tal afirmagé&o.

A ndo alteragéo do teor de celulose observado em plantas que passaram pelo processo
de transformacdo genética em relacdo as plantas controle, também confirma a suspeita de

possiveis plantas quimeras.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, sugere-se que as plantas de E. grandis x E.
urophylla que passaram pela transformacgdo genética sdo quimeras devido as inconsisténcias
das PCRs e a alteragcdo néo significativa no teor de celulose entre os eventos que passaram
pela transformacdo e a planta controle. Além disso, a regeneracdo das plantas quimeras é
atribuida a concentracdo de PPT utilizada no meio de selecdo e a protecdo das células nao

transformadas pelas células transformadas que as circundavam.
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Abstract

This paper was characterized by a bibliometric and systemaric review on the database ISI Web of Science, aiming to
provide an update of the main points addressed regarding the Temporary Immersion Systems (T1IS) for micropropagation of
tree species. It was pointed out that the frequency and time of immersion were one of the main parameters studied in the
papers and 35% these papers worked with eucalyptus species. The main problem reported in the papers was the hyperhydricity,
but it was overcome via procedures such as: a) air injection into the system, b) increasing the immersion intervals and
decreasing the immersion time and ¢) decreasing concentration of cytokinin. Most papers reported that TIS produced plants
that were more successful in surviving the ex-vi#ro acclimation stage than those produced on semi-solid media or continuous
immersion systems. Few studies compared different types of temporary immersion bioreactors on micropropagation of plants
and within the established criteria, papers with TIS tree species represented only 15% of the total. This system has presented
promising results for most of the tree species, and although some gaps have been identified and few are the works with tree

species, this process has been taking an increasingly larger space in the propagation of plants.

Keywords: eucalyptus; hyperhydricity; immersion frequency; micropropagation

Introduction

Micropropagation of plants iz vitro using liquid culture
media are considered to be more effective than semi-solid
culture media because, in the liquid systems, plants have
greater accessibility to the medium components, allowing
greater gains in biomass and time reduction for plants
propagation; moreover, there are ease of handling
possibility to scale and automate (which reduces labor
costs), besides not having expenses with gelling agents — one
major component increasing the cost of propagation in
commercial laboratories (Dutra e al, 2009; Oliveira ez al,
2011b; Welander ez L, 2014; Businge ez al, 2017).

Among the systems that use the liquid medium, the
Temporary Immersion System (TIS), allowing the
temporary contact between the plants and the liquid
medium, presents advantages such as to avoid continuous
immersion, which adversely = affects growth and
morphogenesis of plants, and provide adequate oxygen
transfer to the culture (Etienne and Berthouly, 2002).

Tree species of great economic interests need efficient
multiplication at the iz vitro stage to obtain sufficient
numbers of plants for production purposes, and although
many of them already have well-established propagation
systems, the liquid culture using TIS is an alternative
method that has shown advantages for some of these species
when compared to the conventional method of
micropropagation, which uses semi-solid medium (Akdemir
etal, 2014; Vilchez and Albany, 2015; Businge e# 4, 2017).

As for the aforementioned, this study aims at
performing a bibliometric and systematic review of the
literature in the sector, focusing the attention to the main
contributions related to liquid culture in TIS of tree species.

Temporary Immersion System (TIS): An Overview

Liquid culture in TIS is an automated system, designed
for intensive and often scaled-up cultures, able to monitor
and control micro-environmental conditions, improving
the supply of nutrients and gas transfers, in order to reduce
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physiological disorders, such as hyperhydricity and, thus,
preserve the morphological mtegutv of micropropagated
cultures. This system provides an i# vitro environment for
plants tissue and organ cultures, where the cultivated
propagules are immersed for a certain period into a liquid
medium and then exposed to a gascous environment
(Georgiev et al., 2014). They are semi-automated or fully-
automated cultivation systems, based on alternating cycles
of temporary immersion of the cultured plant tissue into the
liquid medium followed by draining and exposing the plant
tissue to a gaseous environment.

The immersion period is usually shorter (a few minutes),
whereas the air exposure period is prolonged (several hours).
The precise control of the frequencies and time of
immersion may significantly reduce the hyperhydricity of
the plant tissue by creating conditions for optimal humidity
and nutrient supply (Albarrén e al., 2005; Georgiev et al.,
2014).

In the TIS the direct exposure of the plant tissue to the
gaseous environment facilitates the interphase oxygen
transport from the gas to the cultured cells, which doesn’t
occur in submerged cultures, where the interphase oxygen
transport faces resistance in a few boundary layers [gas-
liquid and liquid-solid interfaces]. In this way the improved
oxygen transport contributes to better gas exchange,
reducing oxygen limitations and, ~thus, ST(:Wen’ng the
occurrence of physiological disorders such as asphyxia and
hyperhydricity (Georgiev ez al., 2014).

The existent types of T1S differ in relation to the size of
the container, type of culture support, presence of
computerized immersion control or of a simple timer, use of
a peristaltic pump or an air pump or mechanical motion of
the container to displace the liquid, recycling or not of the
medium, and separation or incorporation of the medium
tank )with the culture container (Etienne and Berthouly,
2002).

Bibliometric and Systematic Review

Literature review papers are “a form of research that uses
sources of bibliographic or electronic information to obtain
search results from other authors, in order to theoretically
supports a particular topic” (Botelho ez 4/, 2011).

In bibliometric reviews, there is the quantification of
publications related to a topic under study, that is,
frequency of publications over the years, authors, journals,
countries, amrother important data. In contrast, systematic
reviews are in-depth analysis that deals with a particular
research issue by using detailed, explicit and systematic
methods to raise, identify, select, interpret, collect and
analyze references (Botelho ez 4/, 2011).

According to Whittemor and Knafl (2005), there are
basically four types of systematic literature review: meta-
analysis (a combination of results of studies with statistical
formulas, targeting analysis, comparisons and generating
new results); systematic (based on scientific research
strategies, it limits the scope of selection of papers,
synthesizes studies and evaluates them critically); qualitative
(systematization and synthesis of qualitative ~studies’
findings, transforming them into tools to build new
theories), and integrative (reviews the past empirical and
theoretical literature, presenting the state of the art on a
theme, especially for results analysis and synthesis of
previous research contributions and gaps). In this particular
study, a bibliometric review, followed by a systematic
literature review, was selected and carried out.

Materials and Methods

This study is characterized as a descriptive research,
drawn by a bibliometric and systematic review focusing on
investigating the main parameters related to the study of

TIS in tree species. Fig. 1 highlights the research design.

| 576 records were found

in Web of Science

- Definition of the search terms I
- Duplicate references
- Misaligned references

| 401 records were excluded

- Papers that did not used TIS
- Papers that did not obtain shoots as product
of multiplication stage.

| 44 records were excluded

o s s s { - Papers that did not work with tree species

[ 111 records were excluded

Countries; Years;
Languages; Most cited
papers; Journals; Word

Cloud.

Systematic review

Synthesis matrix
Critical evaluation

Fig 1. Flow diagram of the study selection process for the bibliometric and systematic review. Source: Prepared by the authors
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Explanation of steps

o Theme identification (sep 1) the papers were
searched on the Web of Science (WoS) database,
with all years included, using the Boolean operator
“AND” and were sclected by the following terms
in the title, abstract and keywords of the papers:
“temporary AND immersion AND bioreactor
AND gystem AND micropropagation”; “temporary
AND  immersion  AND  system  AND
micropropagation;  temporary AND immersion
AND  bioreactor  AND  micropropagation”;
“bioreactor AND system AND miicropropagation;
bioreactor AND micropropagation”. A total of 576
were found, considering only scientific papers (not
including books and conference proceedings). It is
worth clarifying that the Boolean operator ‘AND’
was used to ensure that only all words appeared
together. The terms were scarched only in singular,
because it was observed that such search also
yielded terms in plural as results.

o Screening (exclusion criteria) (step 2): In all the
papers, titles and abstracts were analyzed in order
to allow further filtering, Three refining filters
were applied, excluding: 1°) a) duplicate references
— identified more than once in di&erem sources, b)
non-related references to the research problem or
just tangent the themes of interest. As a
consequence, of the 576 papers, 401 were
excluded. 2°) papers that didn’t use TS and papers
that didn’t obtain shoots as product of the
multiplication stage; of the remaining 175 papers,
44 were excluded. 3°) papers that didn’t work with
tree species; of the remaining 131 papers, 111 were
excluded.

o Eligibility and scanning of pre-selected papers (step
3): it was reached 20 papers for research and
analysis. These papers were pre-sclected for in-

271

o Overall analysis of the papers (bibliometric review)
(step 4): by using the metadata generated by Web
of Science and the cientometric software
CiteSpace (Chen, 2006), the following points were
analyzed: countries that published and evolution
of publications over the years, publications
langnages, most cited paper, the frequency of
journals where the papers were published, and key-
words recurrence ina Word Cloud.

o Systematic review (step 5): the main points of each
document were addressed in a table (synthesis
matrix) which included: studied species; initial
explant; TIS used; best immersion frequency;
biological efficacy in TIS comparing to SS / CIS
(Semi-Solid / Continuous Immersion Systems)
systems;  hyperhydricity; ex-vitro acclimation
(survival) and author’s name. In addition, the main
gaps, main contributions and future proposals

were also addressed.

Results and Discussion

Bibliometric review

Fig. 2 presents the countries and ublication’s years, in
which the larger the font letter (and the bigger the circle
next to the country’s name) the most plﬁications the
country has. Brazil ranked in first as country that publish
the most, with 4 papers, followed by South Korea and
Spain, with 3 papers each and after Sweden and Turkey,
with 2 papers. The other countries published only one
paper. As gor the language of publication, there is a large
ﬁredominance of papers in English (75%). The curve that
inks some of the countries means that a given paper of one
country was cited by another given paper from a different
country. Moreover, it is possible to observe different sets of
colors in the countries’ circles, which represent the
publication years of the papers (such colors range in a
spectrum depicted in the header of Fig, 2, where cold colors
represent the papers with older publications and the warm

depthireading and analpsis colors those recently published).
TS EE 0 ¢ Sooar DS S B mmmo O T
VENEZUELA
FlJI
TURKEY
SPAIN
CUBA
BRAZIL
CHILE
EGYPT
BELGIUM
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INDIA
SOUTH AFRICA
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SOUTH KOREA

200

om0

Fig. 2. Countries that published and the evolution of publications over the years. Source: Prepared by the authors on CiteSpace

based on Web of Science metadata
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Although South Korea is second in relation to
ublication number, their publications are older compared,
For example, to Brazil and Spain that have more recent
papers. It’s interesting to note that of the 4 papers published
by Brazil, 3 of them are by Oliveira e 4/ {2011a, 2011b,
2014) who worked with the hybrid E. grandis x E.
urophylla testing several parameters in the RITA® bioreactor
(www.vitropic.fr).

It was also observed that the first publication dates back
to 2003, with the article “Micropropagation of apple
rootstock M.9 EMLA using bioreactor” by Chakrabarty ez
al. (2003). Also worth highlighting is that such paper is also
the most cited article in the sample, with 24 citations.

The largest number of papers was published from the
2010 to the 2015, showin tfnat, although the first reports of
TS usage occurred with the apparatus developed by Harris
and Mason (1983), more attention on its use with tree
species has occurred decades later. Such evidence may be
associated with greater interest on the part of the researchers
of the area by this research theme, as well as a greater
diffusion of the TIS equipments in experimental
laboratories.

charding the publication sources, the international
journals “Plant Cell, Tissue and Organ Culture” and “Acta
Horticulturae” had the largest number of published papers.
These journals have great acceptance of studies regarding
the tissue culture field, so they are among the best targets for
researchers working in the TIS theme.

Finally, Fig, 3 shows the most cited words in the titles,
key-words and abstracts of the papers, prepared by using the
“Word Frequency Counter” application. The words were
chosen for their frequency and relevance on discussions and
debates on the theme. It is important to highlight the
words: immersion, shoots, bioreactor, culture, medium,
temporary, system, explants, micropropagation and RITA".

p] u\mm
et /e

tempo Orars (@

Chtry, fiumbe
culture:
ystem%)

embryos

heeps://www.wordclouds.com

acclimatiZzation E

Fig. 3. Word cloud of recurrent key-words on the papers’

Systematic review
In order to carry out the papers’ categorization, the

analyzes of each of the 20 papers were summarized on Table
de

Species

The genus Eucalyptus was the most studied among the
analyzed documents, being present in 35% of the total
papers. In addition, it was o%served that, of these 35%, more
than 50% were realized by research teams located in
Brazilian institutions. These numbers may be related not
only to the great economic importance associated with the
rapid growth, wide adaptability and multipurpose wood of
this tree (Bertola, 2014), but also because Brazl is
recognized worldwide for its high productivity of planted
euca?;ptus areas and for being among the world’s leading
pulp producers, ranking second only behind the United
States in 2016 (IBA, 2017).

Additionally, in several species — especially in Exncalyptus
spp. — TIS cultivation has achieved an increase in
multiplication rate and a reduction in multiplication time
compared to semi-solid medium cultivations. Castro and
Gonzdlez (2002), working with Eucalyptus grandis reached
a multiplication rate of 11.5 shoots in 6 weeks of cultivation.
Moreover, McAlister e al. (2005) were able to double the
multiplication rate by half the time in different clones of
Eucalyptus spp.

Although eucalyptus was the most studied species, other
species of great economic interest also appeared in the

papers, such as e;;zple, followed by chestnut and pistachio
(Chakrabarty er al, 2003, 2007; Zhu et al, 2005; Troch ez
al,, 2010; Akdemir et al, 2014; Tilkat et al., 2014; Vidal ef
al, 2015a).

& frequency

oreactor
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ticles and abstracts. Source: Prepared by the authors using
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Table 1. Summary of micropropagation processes using emporary immersion systems
S B Ex-vify:
preies Temporary Immersion o Comparation TISvs e
(Common Initial explant immersion Hyperhydricity acclimation Ciration
Spstem $8/CIS®
Name) frequency (survival)
Pt Shoor tips and nodal PR: 4.04 (/SS; P. vera), Ald sal,
stacia pp. oot tips and nodal e i (/SS; P. vera) o Noseeporiel emir ef 4l
(pismchio) buds SL: 193 (/SS; 2. Rhinjuk) 2014
E gunds XE Eucalyptus (small TIB (Temporary PR.575(/SS,
shoot clumps); Immersion Bioreactor) 1h/1 min Parcial (Betule
wrophylia; Beswla Eucalyprus), 175 (/SS; B 100% Businge eral, 2017
Besula spp. (swemof  — newmodel of Twiin pendula)
PP pendula), FW. TIS> SS
2-3cm) flask
Malusdomestica Ebb & Flood (Ar life
PR: 0.87 (/55), SL0.94 Chakrabarty etal,
Borkh. (appleM.9 Nodal segments BTBB and ait lift 6h/15 min 824% >90%
(/SS),FW: 079 (/SS) 2003
EMLA) Column)
Malus domesti PR: 0.64 (/CIS), SL: 1.0
GUSAIMETES  inslenodecumings  BTBB (ballon-type vers) } Chakeibary etal,
Borkh. (appleM.9 . 6h/15 min (/CIS), FW.: 0.86 (/CIS), 17.7% Notreported
ith a single leaf bubble bioreactor) 2007
EMLA) DW 1.33 (/CIS),
Microshoors of 1.5 BIT (Escalona eral, Gonzilez ef al,
Eucalyprus globulus 12h/2 min PR: 4329 50.4% Not reported
om 1999) 2011
Eucalyptus spp. Nodalshoots RITA 10 min/30 s PR: 158 (/SS) Not reported 91% Hajari eral, 2006
Kalopanax Somatic embryos at
Modified column rype
septembolus (zee the carly L 4h/30min  PR:29(/CIS), 1.18(/SS)  Notreporeed 100% Kim eral, 2011
aralia) comledonary srages
Tywo glass bortles
Enalyptus Explants of 1 cm i . PR 0.74 (/CIS),SL: 1 Mendonga e al,
(culture medium and 2h/1S min No 76%
camaldulensis length and wwo buds (/CIS) 2016
explants)
Eucalysus grandis
o Apical shoors Oliveira eral,
Euaalyptus RITA® 2h/8s PR: 127, FW: ~04 g ~10% Not reported
clusters of shoorts 2011a
wrophylla
Eucalysus grandis x
PR:~2(/$3),FW:2.5 Oliveira eral.,
Euaalyptus Apical shoots RITA® 2h/8s ~100% Not reported
(/SS) 2011b
wrophylla
Eucalysus grandis x
2 Oliveira etal,
Eucalyptus Apical shoots RITA® 2h/8s PR: 1437, FW: 0.49% 65.9% Not reported S
wophylla
Cedrela odorata L.
LS: 3.67(/SS),DW: 10 Pefia-Ramirez ¢f
(Spanish red cedar;  Adventitious shoots BioMINT® 6h/1 min Not reported 98%
(/SS),LR: 3(/SS) 41,2010
cigarbox cedar)
Based on the wo-
Apical shoots with i
Tectona grandisL. vessel system described PR:2.13 (/SS), LS: 1.19
©wo pairs of fully 6h/40s 26% 80%. Quiala ¢ al, 2012
(reak) byEscalona eval (/53)
expanded leaves
(1999)
Bioreactor tilting
Artocarpus altilis immersion liquid Not Shandiland Tuia,
Shoors of 30 mm Notderermined No 100%
(breadfruit) system (Caisson determined 2015
Laboratories)
Pistacia kbinjuk Sh i d nodal PR:2.24 (/SS),18: 0.63
sl e i RITA 16h/10 min (2 8% Novteporeed  Tilkaceral, 2014
(khinjuk pistachio) buds (/89)
Castanca sativa Apical and axillary
Twin flask system 24h/60 min LS TIS >SS Parcial Not reported Troch eral, 2010
Mill. (chesmur) explants
Castanea Apical, medium or PR: 1.16 (/SS; Willow,
(chesmug) basil Einti forghs3 RITA" and Plandform’) No (willow),
spp.(chesmut); asal segments desined by TRAGSA, or and Plantform?), o (willow); 5o Vil el 2015
Salic viminalis atrched o the basal min 18:154(/SS; Chesmur,  Parcial (chestnut)
RITA” and Plantform®
(basker willow) callus Plantformn?)
Castanea sativa RITA', Planform’; 4or8h/lor
Nodal explants PR TIS =SS, No ~40t080% Vidal eral, 2015b
(chesenu) win flask syscem 3 min
Embryosin th
Podim guagasa L. St 12h/10r2 Vilchez and
torpedoand RITA® PR:2.99 (/SS) Not reported Not reported
(guava) min Albany, 2015
cotyledonary stages
Malus domestica
Borkh. (apple Shoorts RITA® 1:30 h/2 min PR: 8.1,15:258% No 100% Zhu etal, 2005
M26)

Y alues represent the ratio with SS/CIS results. Only best results of TIS is considered. SS = Semi Solid; CIS = Continuous Immersion System; PR = Proliferarion Rate;

SL = Shoot Length; FW = Fresh Weight; DW = Dry Weight.
UMeans values in T1S (not compared with SS or CIS)
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Initial explant

The initial explants that were used to start a liquid
culture in TIS were shoot tips, nodal buds, nodal segments,
apical, medium or basal segments with basal callus, shoots
and somatic embryos in the torpedo or cotyledonary phase.

In different Castanea sativa clones it was observed that
basal explants with callus produced more and larger shoots
than apical explants and nodal segments (Vidal ez al,
2015b). This greater proliferation of shoots in callus
explants may have occurred because unorganized callus cells
may have produced adventitious buds that grow and
devel;p in new acrial parts (Grattapaglia and Machado,
1998).

Akdemir ez al (2014) observed a proliferation of
multiple shoots from nodal buds of Pistacia vera ‘Siirt’ when
compared to shoot tips, associating this fact to a breakdown
of apical dominance and growth stimulus of lateral shoots.
On the other hand, in Pistacia khinjuk, the highest shoot
forming capacity index (3.12) and the minimum
hyperhydration rate (8%) were obtained in shoot tips with
an irz)mersion frequency of 10 min every 16 h (Tilkat ez 4,
2014).

Temporary Immession System (T1S)

In the reports, RITA® was the most used TIS system, it
was adopted in 45% of the studies. This predominance can
be explained by the fact that RITA® was one of the first TIS
to be proposed (Alvard er al, 1993), suggesting a greater
access of researchers to this system, and it was the first
apparatus to receive commercial interest by the French
company Vitropic (Lambardi, 2012). RITA®is composed of
a single container, divided into two compartments through
asupport of sufficient relative humidity, which separates the
propagules from the liquid medium (Georgiev et 21, 2014).

In contrast, it was observed that the system Plantform’
was only used in two studies, which can be explained by the
fact that such system has been recently developed
(www.plantform.se). Plantform® presents advantages that
overcome problems of older bioreactors, such as: greater
interior surface area for the cultures growth, suitable size for
handling, possibility of gas exchange, and the possibility to
place the boxes one over the other for saving culture space,
which is very attractive for large scale production (Welander
et al., 2014). Also worth of mention is that the cost of
implementing the Plantform® system is about half of the
cost for RITA® (Lambardi, 2012).

Frequency and time of immersion

The frequency and time of immersion were one of the
main parameters studied, appearing in 40% of the papers.
According to Etienne and Berthouly (2002), the frequency
and time of immersion are the most decisive parameters for
the efficiency of the system, since they determine the
nutrients absorption and the control of hyperhydricity.
Although such parameter varies considerably (probably due
to the great variety of existing species, different
micropropagation processes and different immersion
systems used), a great part of the studies reported that in
smaller immersion intervals there are greater growth in fresh
mass and number of shoots, although hyperhydricity is
sometimes more severe (Oliveira ez 2f, 2014).

In pistachio, for example, a 16 minutes immersion every
16 hours reduced vitrification and improved proliferation of
shoots, when compared to a 16 minutes immersion every 8
hours (Akdemir et al, 2014). Tilkat ef al. (2014) observed
that repeated trials for immersion frequencies at short time
intervals (10 min/2 h, 10 min/4 h) showed hyperhydrated
explants up to 100%, while in immersions with relatively
longer time intervals (10 min/20 h) this problem was not
observed.

Biological efficacy in TIS in comparison to SS and CIS
Systems

According to Etienne and Berthouly (2002), when
envisaging commercial use of automated TISs, it is
important to take into account growth measurements,
production and quality of the cultured material, as well as to
compare them to the material produced by conventional
culture systems. Most of the articles studied here, showed a
better cfgcacy of TIS in relation to SS. Regarding CIS, it was
observed in most of the studies that the highest values of
growth measures occurred in CIS instead of TIS, but the
quality of TIS material generally was higher than that of
CIS material

Akdemir e al. (2014), working with pistachio, obtained
in RITA®up to 4.4 higher number of shoots, and up to 1.93
longer shoot length than in SS medium, using the optimized
parameters (explant type, frequency and immersion time
and growth regulators). Businge ez al (2017) evaluated a
new model of TIS bioreactor, which consists of a culture
vessel and a bottle for holding liquid medium that can be
both autoclaved. The culture vessels are placed on shelves
situated one level above the medium to facilitate return flow
of the medium for the bottle when the pump is switched
off. Using this new system the autﬂors obtained a
multiplication rate that was 5.75 times greater than the
culture in SS with the hybrid E grandis x E. urophylla, and
1.75 times greater with Betula pendula. On the other hand,
for Betula pubescens an increase of 1.5 times in the
multiplication rate was observed when the plants were
grown in the semi-solid medium and the fresh weight
displayed similar patterns to those observed for
multiplication rate.

Working with the apple rootstock ‘M9 EMLA’,
Chakrabarty et 4. (2003) demonstrated that although the
multiplication rate was higher in CIS, in ebb and flood
system (a modification of the Twin-Flasks systems),
hyperhydricity was reduced. According to the same authors,
the higher rate of multiplication in liquid medium can be
explained by the fact that, in this system, there is a larger
surface area for the absorption of cytokinins which, as a
consequence, inhibits the apical dominance of shoots and
increases the formation of axillary shoots. Moreover, in the
liquid medium the components are taken up by plants with
a better translocation through leaves via stomata and
aqueous pores (Schoherr, 2006), and are transferred to the
growing regions over a shorter distance (De Klerk and Ter
Brugge, 2011). Uptake of medium ingredients and plant
growth regulators over the whole plant surface improves the
growth of plantlets in liquid medium with TIS (Preil, 2005;
Quiala ez 2/, 2006; Akdemir ef al, 2014).
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Hyperhydyycity

Hyperhydricity — phenomenon whereby shoots become
glassy and transparent, with swollen, brittle leaves and stems
— has been reported as one of the major problems affecting
woody crops in liquid culture systems (Le Roux and Van
Staden, 1991; Chakrabarty et 4l, 2003).

Although hyperhydrycity has been a problem reported
in 80% of TS papers, some solutions have shown to reduce
and even eliminate this phenomenon by the use of some
procedures, such as the application of air ventilation into
the system, the increment of immersion intervals and
decrease of immersion times, and the decrease of cytokinin
concentration.

Chakrabarty er al. (2003), comparing the culture of
apple rootstock ‘M9 EMLA’ in the Ebb and Flood system
with and without air exchanges inside the bioreactor
chamber, observed a reduction of more than 50% in
hyperhydricity in the presence of air. In corroboration to
this observation, Etienne and Berthouly (2002) stated that,
to achieve effectiveness in TIS, it’s necessary to combine
ventilation of the plant tissues with intermittent contact
between the entire surface of the tissue and the liquid
medium.

In Pistachio vera ‘Siirt’ the increase of the immersion
frequency from 8 hours to 16 and 24 hours not only
increased the percentage of proliferation (85 and 88%,
respectively), but also prevented the hyperhydricity of the
shoots (0%) (Akdemir ez al., 2014).

Gonzdlez er al. (2011) observed that in Eucalytus
globulus the hyperhydration of the shoots increases with the
simultaneous increase of macronutrients concentration (25
to 100%) and immersion time (1 to 3 min), and also
evidenced this phenomenon with the increase of immersion
frequency (6to 48 h).

The frequency and the immersion time are the main
factors that influence the proliferation and hyperhydration
of shoots, and this physiological disorder can occur by the
formation of an aqueous film around the tissues that may
interfere with gas exchanges between the outer tissue and
the cell surface, since gas diffusion rates are about 10.000
times slower in water than in air (Gonzdlez e al, 2011;
Jackson, 2003), a fact that corroborates the results of
Chakrabarty ez a/. (2003), reported above.

Another factor pointed out in the articles as a cause of
hyperhydricity was the high concentration of cytokinins in
TIS, such as BA. According to Ivanova and Van Staden
(2011), higher concentrations of cytokinins can increase the
occurrence of vitrification in many species due to their
physiological influences and in the development of plants.
In Teaona grandis L. it was observed the presence of
hyperhydric shoots in the highest concentration of BA used
(6.6 uM), which impaired shoots proliferation in TIS
(Quiala et al,, 2012). In E. globulus, the highest percentage
of hyperhydration (61.9%) occurred in the treatment with
44uM BA when compared to treatments with 2.2 (51,4%)
and without BA (45,3%) (Gonzdlez et al, 2011). In
addition to higher concentration of cytokinins in culture
medium, it should be taken into account that prolonged
exposure times to BA can also lead to a physiological
depletion of the material, thus reducing the rate of shoot
proliferation in successive subcultures.
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Ex-vitro acclimation (survival)

A high level of plant acclimatization was reported in all
the studies which acclimated plants derived from liquid
culture in TIS. According to Etienne and Berthouly (2002),
enhanced acclimatization of the plant material produced in
bioreactors has been claimed as one of the main advantages
of TIS.

Kalopanax septembolus plantlets grown in CIS exhibited
a lower survival rate (75.8%) when compared to those
grown in TIS bioreactors (100%) (Kim et af, 2011).
Plantlets from bioreactors had 100% average survival in the
screenhouse for Samoan 7 afala and Fijian kogo, two
breadfruit (4rtocarpus altilis) varieties, whilst 83% survival
was observed for plantlets from SS systems (Shandil and
Tuia, 2015). It is noteworthy that, as reported by Businge e
al. (2017), plants of B. pendula that presented hyperhydric
symptoms following the culture in TIS, developed healthy
and morphologically normal plants when acclimated in ex-
vitro conditions. The same was observed by Quiala e /.
(2012) in teak plants grown in 444 pM BA, which
presented morpho-physiological disorders during the
multiplication stage in TIS but displayed good development
and had a good survival rate (80%) during acclimatization,
suggesting the possibility for the plantlets to revert into a
normal morpho-physiological state after transfer to ex-vitro
conditions.

It has been reported that plant grown in bioreactors
systems are very similar to plants grown in ex-vitro
conditions, providing a higher survival rate (Etienne and
Berthouly, 2002). Apple rootstock ‘M9 EMLA’ shoots
produced in TIS sEowed higher photosynthetic rate,
maximum quantum yield of photosystem-II and slow but
steady rate of nutrient absorption, indicating a higher rate of
photomixotrophic metabolism (Chakrabarty ez 4/, 2007).

Conclusions

Temporary Immersion Systems have shown positive
effects on shoot proliferation of many tree species. Plant
growth and proliferation rates are generally better than
those obtained on semisolid medium and generally present
better quality than plants developed in continuous
immersion system. In addition, excellent results have been
obtained during the acclimatization of plants from TIS.

In the screening of articles, it was observed that from the
total number of papers that worked with TIS and obtained
shoots as products of the multiplication stage, only 15%
were of tree species, which shows a scarcity of the use of this
system in these species. This fact may be related to the
hyperhydricity and “recalcitrancy” to classical micropropa-
gation that are main problems affecting woody species,
which can discourage the use of this TIS in such species. On
the other hand, the interest in this technique is increasing in
recent years, as it can be a solution to the problem related to
the high content of phenols of such species that, in turn,
creates great problems of tissue and medium oxidation,
reducing drastically proliferation rates.

Hyperhydricity has always been considered the main
problem affecting the permanent culture in liquid medium.
Reports on the use of liquid culture in TIS show that is
possible to circumvent or, at least, greatly reduce this

68



Carvalho LSOetal / Not Bot Horti Agrobo, 2019, 47(2):269-277

276
problem by controlling the frequency and immersion time,
agreat point in favor of TIS culture.

One research limitation of this particular study is indeed
the small number of papers that compared the efficacy of
more than one bioreactor as cultivation system. Of a total of
20 articles only 2 compared more than one bioreactor
system (Vidal ez al, 2015a; Vidal ez 4, 2015b). Since the
work of Harris and Mason (1983), several TISs have been
developed and the interest in this culture technique has
progressively increased and shown promising results when
compared to the traditional micropropagation system in
semi-solid medium. In this way, it is fundamental not only
to compare TIS with micropropagation in semi-solid
systems, but also to compare different types of TIS and
immersion cycles, in order to select best equipment and
protocols for each species.

Another point to be taken into account is the large
number of works with the RITA® bioreactor, a consequence
of the fact that this bioreactor was the first exploited at the
commercial level Today, other bioreactors are available,
commercially or by direct contact with those who developed
them. They are often very promising, presenting innovative
solutions at lower costs. Practical research should move
towards the test of such devices with a broad range of
species.

TIS can greatly contribute to reduce production costs, in
terms of labor, gelling agent, growing time and shelf area. In
addition to this fundamental advantage at commercial level,
most of the papers analyzed here showed a high survival rate
of plants from TIS during ex-vitro acclimatization, a very
important fact when working with tree species, since losses
during the acclimatization stage are considered one of the
main costs of the micropropagation process as a whole.
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CAPITULO 3 MICROPROPAGACAO DE Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla
EM DIFERENTES SISTEMAS DE IMERSAO TEMPORARIA (TISs)

RESUMO

A micropropagagdo de plantas em Sistemas de Imersdo Temporaria (TISs), também
conhecidos como Biorreatores de Imersdo Temporéaria, € utilizada como alternativa a
micropropagacgao em sistemas convencionais por meio da otimizagdo do processo e redugédo
dos custos, principalmente com agentes geleificantes e mao de obra especializada. Estes
sistemas estdo cada vez mais sendo usados nas biofabricas, as quais produzem plantas em
larga escala e possuem elevado gasto de produgdo quando utilizam o processo convencional.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi comparar trés diferentes TISs (ElecTIS, SETIS™ e
Plantform™) na propagacdo de plantas do hibrido Eucalyptus grandis X Eucalyptus
urophylla, e comparéa-los a propagagdo em meio convencional (semi-solido). O meio de
cultura utilizado para os TISs e o sistema semi-solido foi o0 JADS acrescido de 0,3 mg/L de
BAP e 0,1 mg/L de ANA, 30 g/L de sacarose e 4,9 g/L de agar. A frequéncia de imersao
programada para os trés TISs foi a cada 8 h com 10 minutos de imersdo. Foram avaliados a
massa fresca nos tempos 0 e 21 dias e 0 numero de brotos aos 21 dias de cultivo. O maior
incremento em massa fresca foi apresentado pelo meio semi-solido, o que foi associado ao
maior tamanho de calo apresentado pelas plantas deste sistema. O maior namero de brotos foi
apresentado pelo ElecTIS. Nenhum dos sistemas apresentou plantas com caracteristicas
hiperhidricas. O biorreator ElecTIS foi considerado o sistema mais eficiente na propagacao de
plantas do hibrido E. grandis x E. urophylla.

Palavras-chave: Sistemas convencionais. ElecTIS. Frequéncia de imersdo. Numero de
brotos.

ABSTRACT

Micropropagation of plants in Temporary Immersion Systems (TISs), also known as
Temporary Immersion Bioreactors, is used as an alternative to micropropagation in
conventional systems by means of process optimization and cost reduction, mainly with
gelling agents and specialized labor. These systems are increasingly being used in
biofactories, which produce large scale plants and have high production costs when using the
conventional process. Thus, the objective of this work was to compare three different TISs
(ElecTIS, SETISTM and PlantformTM) in the propagation of Eucalyptus grandis X
Eucalyptus urophylla hybrid plants, and to compare them to propagation in conventional
(semi-solid) media. The culture medium used for TIS and the semi-solid system was JADS
plus 0.3 mg / L BAP and 0.1 mg / L ANA, 30 g/ L sucrose and 4.9 g / L of agar. The
scheduled immersion frequency for the three TISs was every 8 h with 10 minutes of
immersion. The fresh mass was evaluated at day 0 and day 21 days and the number of shoots
at 21 days of cultivation. The highest increment in fresh mass was presented by the semi-solid
medium, which was associated with the largest callus size presented by the plants of this
system. The highest number of shoots was presented by ElecTIS. None of the systems
presented plants with hyperhydric characteristics. The Electis bioreactor was considered the
most efficient system for the propagation of E. grandis x E. urophylla hybrid plants.

Keywords: Conventional systems. ElecTIS. Immersion frequency. Number of shoots.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas tecnologias na propagacdo de mudas em larga escala
vem ganhando um espaco cada vez maior, principalmente para espécies de elevado interesse
econdmico, como é o caso do género Eucalyptus (OLIVEIRA et al., 2014). Um exemplo
disso, sdo os Sistemas de Imersdo Temporaria (TISs), equipamentos com um certo nivel de
automacdo que utilizam meio liquido para a producgdo de plantas.

Estes sistemas sdo mais rentdveis que o método convencional, o qual utiliza meio
semi-solido, pois permitem maior ganho em biomassa e reducdo do tempo necessario para a
propagacdo das plantas, consequéncia da maior aeracdo do meio de cultura e maior contato
das brotagbes com este meio, as quais conseguem absorver mais nutrientes (DUTRA;
WENDLING; BRONDANI, 2009). Além disso, por ser uma tecnologia com um certo nivel
de automacdo ocorre uma diminuicdo da mao de obra e consequentemente dos custos de
producdo, estabelecendo assim, um sistema pratico de propagacdo de plantas in vitro
(TAKAYAMA,; AKITA, 2006; WELANDER et al., 2014).

Varios TISs vém surgindo no mercado ao longo dos anos, buscando cada vez mais
melhorar os aspectos ligados ao seu funcionamento, manuseio, maior producdo de plantas em
um espaco reduzido de tempo, além de prezarem por plantas de qualidade e um menor custo

S™4  plantform™° ¢

de producdo. Dentre estes sistemas, podemos destacar trés: SETI
ElecTIS®. O Gltimo recentemente desenvolvido pela empresa italiana explanta, foi testado
neste trabalho pela primeira vez e € um sistema inovador em relacdo aos demais biorreatores
ja existentes. Isto porque seu funcionamento ocorre por meio de um sistema pneumatico, que
permite que as trocas gasosas ocorram internamente ao frasco de cultura, evitando possiveis
contaminacdes.

Apesar do elevado nimero de biorreatores existentes no mercado e dos diversos
trabalhos que tém utilizado TIS na propagacdo de espécies eucalipto, como E. grandis X E.
urophylla (BUSINGE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2011a, 2011b e 2014; MAXIMO et al.,
2015), E. globulus (GONZALEZ et al., 2011) e E. camaldulensis (MENDONCA et al., 2016),
ainda sdo escassos estudos que comparam a eficacia de diferentes tipos de TISs na

propagacao de espécies arboreas (CARVALHO et al., 2018), dentre elas arvores de eucalipto.

* Disponivel em: <setis-systems.be>. Acesso em: 11 jan. de 2019
® Disponivel em: < www.plantform.se>. Acesso em: 11 jan. 2019.
® Disponivel em: < www.explanta.com/bioreactor-electis>. Acesso em: 11 jan. 2019.
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Desta forma, o objetivo deste trabalho foi comparar os biorreatores ElecTIS, SETIS™
e Plantform™ na propagacéo do hibrido E. grandis X E. urophylla e comparé-los com a
propagacdo em meio semi-solido.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducéo e material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no “Laboratorio di Tecnologie In Vitro e di
Crioconservazione” no IVALSA/CNR (Istituto per la Valorizzazione del Legno e dele Specie
Arboree/Consiglio Nazionale delle Ricerche), Florenca, Italia.

O material vegetal utilizado para introducdo nos biorreatores foi originado de um
hibrido comercial de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla preestabelecidos in vitro por
meio da micropropagacdo em meio semi-solido JADS (CORREIA et al., 1995), acrescido de
0,3 mg/L de BAP e 0,1 mg/L de ANA, 30 g/L de sacarose e 4,9 g/L de agar. O pH foi
ajustado para 5,8 e os meios foram autoclavados a 121°C por 20 minutos.

O material vegetal foi mantido em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas a

uma intensidade luminosa de 45 pmol/m?/s e temperatura de 23+1°C.

2.2 Multiplicacao em biorreator

Foram testados trés sistemas de biorreatores de imersdo temporaria, ElecTIS, SETIS™
e Plantform™ além do sistema de propagagdo convencional através do meio semi-sélido.

Como explantes iniciais para a cultura em biorreator e meio semi-sélido, foram
utilizados brotos com aproximadamente 2 cm de comprimento com um pequeno calo na base
e sem a presenca da gema apical, pre-cultivados por 7 dias em meio semi-solido JADS (idem
ao topico 2.1) antes da introducdo nos biorreatores. Em cada biorreator foram introduzidos 50
brotos e em cada frasco, contendo 100 mL de meio semi-solido, foram introduzidos 25 brotos.

O meio de cultura utilizado tanto para os biorreatores quanto para os frascos foi o
mesmo citado no tépico 2.1 deste capitulo, com a diferenca de conter 4,9 g/L de agar no meio
semi-sélido e o meio liquido utilizado nos biorreatores ndo conter agar. Para 0s biorreatores
ElecTIS e Plantform™ utilizou-se um volume de 500 mL de meio por recipiente e para o
biorreator SETIS™, 750 mL de meio de cultura foi utilizado. O meio e os biorreatores foram
autoclavados separadamente, depois em fluxo laminar os explantes e o meio foram inseridos
nos biorreatores.

Apos a introducdo do material vegetal em biorreatores, estes foram mantidos em sala

de crescimento nas mesmas condi¢es citadas no topico 2.1. e foram programados para
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funcionarem em uma frequéncia de imerséo a cada oito horas por um periodo de imersdo de
dez minutos, baseados em testes anteriores em laboratorio.

O experimento foi repetido duas vezes e ao final foi calculada a média aritmeética dos
resultados obtidos.

Para avaliacdo da massa fresca foi realizada a pesagem dos explantes aos 0 e 21 dias
de idade da cultura. O nimero de brotos por explante foi obtido pela contagem de novos
brotos desenvolvidos durante o ciclo de cultivo aos 21 dias de idade da cultura.
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3 RESULTADOS

Apds os 21 dias de cultivo dos explantes em biorreator e meio semi-solido, o
incremento de massa fresca foi analisado. As brotaces originadas do método de cultivo
tradicional, através do meio semi-sélido apresentaram o maior incremento de massa fresca
(0,279), quando comparadas as brotacbes propagadas nos biorreatores ElecTIS, que
apresentaram um incremento de 0,19 g, Plantform™, com 0,17 g e por Gltimo SETIS™, com
0,11 g (FIGURA 1). Este resultado pode ser explicado pelo maior comprimento apresentado
pelas brotacdes cultivadas em meio semi-solido e também por estas brotacdes terem
apresentado uma calosidade na base do explante, que se encontrava em contato direto com o
meio de cultura (FIGURA 3 A).

Figura 1 — Incremento de massa fresca de explantes cultivados em meio semi-solido e nos
biorreatores ElecTIS, SETIS™ e Plantform™, na frequéncia de imersdo a cada 8
h com imersdo de 10 min, aos 21 dias de cultura do hibrido E. grandis X E.

urophylla.

0,3
g 0,25

m =
B2 02
v g ?

° g
o 20,15
53 0l

= O
2 H 0,05
0

Semi-solido ElecTIS SETIS Plantform

Fonte: Preparada pela autora.

Em relacdo a média do nimero de brotos por explante, foi observado que o biorreator
ElecTIS apresentou o melhor resultado, com 14,6 brotos. Seguido pelo meio semi-sélido, com
12,4 brotos, depois 0 Plantform™ com 11,5 e por Gltimo o biorreator SETIS™ com 10,9
brotos por explante (FIGURA 2). Sugere-se que neste biorreator a fina lamina de meio de
cultura que ficou em contato com os explantes no intervalo entre as imersdes tenha favorecido

a maior producédo de brotos.
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Figura 2 — Numero de brotos cultivados em meio semi-sdlido e nos biorreatores ElecTIS,
SETIS e Plantform, na frequéncia de imerséo a cada 8 h com imerséo de 10 min,
aos 21 dias de cultura do hibrido E. grandis X E. urophylla.
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Fonte: Preparada pela autora.

Além do biorreator ElecTIS ter apresentado 0 maior nimero de brotos por explante, as
brotacdes produzidas neste biorreator eram mais homogéneas, apresentando um aglomerado
de brotos de tamanhos similares, comparadas as brotacGes produzidas nos outros sistemas de
cultivo. Em nenhum dos quatro sistemas de cultivo testados houve a propagacdo de plantas

com caracteristicas de hiperhidricidade (FIGURA 3).

Figura 3 — Brotagdes de E. grandis X E. urophylla aos 21 dias cultivadas em A - meio semi-
solido; B — ElecTIS; C - SETIS™ e D - Plantform™, na frequéncia de imerséo a

cada 8 h com imersao de 10 min.
i‘ A I B

C ] D
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4 DISCUSSAO

Os biorreatores vém ganhando cada vez mais espago na micropropagacao de diversas
espécies vegetais como uma alternativa que visa eliminar e, ou automatizar algumas etapas do
processo de producédo de plantas. Porém ainda assim, sdo escassos trabalhos que compararam
diferentes tipos de TISs (CARVALHO et al., 2018) a fim de determinar qual sistema se
adequa melhor a cada espécie.

Neste trabalho as plantas micropropagadas em meio semi-sélido apresentaram maior
incremento de massa fresca em relagdo as plantas micropropagadas em TISs, 0 que pode ser
entendido pelo maior comprimento de brotos e maior calosidade na base dos explantes
apresentados pelas plantas cultivadas em meio semi-sélido, quando comparadas com as
plantas cultivadas em biorreatores (FIGURA 3). Esse resultado corrobora com Businge et al.
(2017), que também observaram menor presenca de calos em plantas de E. grandis x E.
urophylla produzidas em biorreatores, quando comparadas com as plantas de meio semi-
solido; e com o trabalho de McAlister et al. (2005), que ao compararem plantas de clones de
eucalipto micropropagadas em RITA® e em meio semi-sélido, observaram maior calosidade
na base dos caules provenientes do sistema semi-solido.

Segundo McAlister et al. (2005), os calos formados nos explantes do meio semi-sélido
foram prejudiciais no estagio de aclimatizacdo das plantas, ja que as raizes se formaram a
partir dos calos e ndo diretamente do caule das plantas. Além disso, as concentracGes de
oxigénio nos vasos de cultura afetam o desenvolvimento das raizes, desde que a baixa
disponibilidade de O, leva a reducdo do enraizamento ou a formacdo de raizes anormais
(JACKSON, 2002 apud MCALISTER et al. 2005), e em sistemas semi-sélidos a mais baixa
concentracdo de O, disponivel no gel pode resultar em baixo desenvolvimento radicular.

O Dbiorreator ElecTIS apresentou o melhor resultado em relacdo a taxa de
multiplicacdo de brotos quando comparado com os demais sistemas testados neste trabalho.
Ao se comparar TIS com o sistema semi-sélido, que foi o segundo com maior taxa de
multiplicacdo de brotos, esta diferenca pode ser compreendida pelo fato de que em meio
liquido as plantas sdo banhadas pelo meio nutritivo, fazendo com que a absorcéo de nutrientes
ocorra por toda a superficie do tecido levando consequentemente a formacao de mais brotos,
enquanto no meio semi-sélido esta absor¢do s6 ocorre na base do explante (GONZALEZ et
al., 2011).

Além do ElecTIS ter proporcionado um maior nimero de brotos, 0s custos deste tipo

de sistemas, que utilizam meio liquido na propagacdo de plantas, sdo menores comparados
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aos sistemas semi-solidos. Custos com o meio de cultura e seu preparo sdo reduzidos
substancialmente em TISs pela eliminacdo do agente geleificante e do tempo de dispensa do
meio de cultura, visto que no sistema semi-sélido cada aliquota de aproximadamente 25 mL
deve ser dispensada frasco por frasco. Ocorre também uma reducdo no uso da autoclave, ja
que um menor numero frascos e de meio de cultura sdo utilizados em cada transferéncia. O
tempo de transferéncia das plantas para o TISs também sdo bem mais curtos, ja que as plantas
podem ser inseridas no vaso de uma Unica vez ou em poucas vezes, enquanto no sistema
semi-solido as plantas devem ser colocadas uma a uma cuidadosamente em uma profundidade
adequada. Se novos nutrientes sdo necessarios durante o ciclo de cultivo, no sistema
convencional, um maior tempo e mais méo de obra é exigido, visto que os explantes devem
ser trocados um a um para um novo meio de cultura, enquanto no TIS o meio antigo pode
simplesmente ser retirado do recipiente e um novo meio ser adicionado. Usando os TISs,
poucos frascos sdo utilizados, o que reduz os custos com lavagem (MC ALISTER et al,,
2005).

Outros trabalhos com espécies de eucalipto também mostraram maior eficiéncia em
TISs do que em sistemas semi-sélidos. Em E. grandis X E. urophylla, foi observado uma taxa
de multiplicacdo de brotos de 5,75 vezes maior das plantas multiplicadas em biorreator do que
aquelas multiplicadas em meio semi-solido (BUSINGE et al., 2017). Hajari et al. (2006),
trabalhando com clones de E. grandis X E. urophylla e clones de E. grandis observaram taxas
de multiplicacdo de brotos variando de 0,5 a 1,58 vezes em plantas cultivadas em biorreator
RITA® em comparacio ao meio semi-sélido. Em um outro trabalho com o hibrido E. grandis
X E. urophylla foi observado que o aumento do tempo de cultivo de 28 dias para 42 dias
aumentou o numero de brotos por explante cultivados em meio semi-solido de ~5 a ~20
brotos, enquanto em biorreator RITA esse aumento foi maior, sendo de ~10 a ~30 brotos.

Ja quando se faz uma comparacdo entre os trés TISs, foi observado um melhor
desempenho do ElecTIS em relagdo aos outros dois biorreatores (Plantform™ e SETIS™). O
menor incremento em massa fresca € menor numero de brotos foram apresentados pelo
biorreator SETIS™,

O biorreator SETIS™ apresenta o principio dos frascos gémeos, composto por dois
recipientes, no qual em um é colocado o meio de cultura e o outro os explantes. Tendo em
vista 0 maior volume de meio de cultura que foi utilizado por este biorreator quando
comparado aos biorreatores Plantform™ e ElecTIS, sugere-se que o mais baixo incremento
em massa fresca e nimero de brotos por explantes possa ter ocorrido como resultado do maior

volume de meio disponivel por explante, ja que foi usado 750 mL de meio para 50 explantes
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(15 mL por explante), enquanto nos outros dois TISs o volume de meio por explante era de 10
mL.

Vilchez e Albany (2015) observaram que uma densidade de 500 mg de massa fresca
de embrides sométicos inoculados no biorreator RITA®, resultou em um maior nimero de
embrides com desenvolvimento normal quando comparados com 250 mg de indculo para um
mesmo volume de meio de cultura. A densidade de indculo esta diretamente ligada com a
quantidade de volume de meio disponivel por explante e também com o espaco fisico para o
seu desenvolvimento. Em café foi observado que uma baixa quantidade de indculo, em que
um maior volume de meio de cultura esta disponivel por explante, promove uma germinacao
estressante dos embrides e dependendo da magnitude do estresse, podem ocorrer danos
permanentes no crescimento e desenvolvimento dos embrifes, podendo leva-los a morte
(BARBON et al., 2014). Em uma cultivar de cana-de-aclcar cultivada em TIS foi observado
que maiores volumes de meio produziram menores taxas de multiplicacdo de brotos. E a
explicacdo encontrada pelos autores foi de que substancias quimicas, que sdo secretadas no
meio e estimulam o desenvolvimento de brotos, sdo diluidas quando grandes volumes de meio
sdo utilizados (LORENZO et al., 1998).

Quando se compara os sistemas ElecTIS e Plantform™, a diferenca principal, como ja
citada anteriormente, é a respeito do principio de funcionamento deles. Enguanto no
Plantform™ o meio de cultura é impulsionado, pelo ar externo, até os explantes, no ElecTIS
os explantes é que véo até o meio de cultura por meio de um sistema pneumatico. Segundo os
criadores do sistema ElecTIS, o diferencial dele esta na eliminacéo do risco de contaminacdo,
decorrente de conexdes com o meio externo (www.explanta.com/bioreactor-electis). Porém
neste estudo, uma hipotese que pode explicar o maior nimero de brotos observados em
ElecTIS em relacdo ao Plantform™ pode estar relacionada & pequena quantidade de meio de
cultura que permanecia em contato com as plantas do biorreator ElecTIS, no periodo em que
estas ndo estavam programadas para estarem em contato com o meio de cultura. Esta pequena
guantidade de meio que permanecia em contato com os explantes no ElecTIS pode estar
relacionada com as poucas e pequenas aberturas no fundo da cesta deste biorreator, as quais
servem para a drenagem do meio de cultura. Visto que enquanto este biorreator apresenta
apenas 6 aberturas de aproximadamente 0,5 cm nas extremidades do fundo da sua cesta, o
biorreator Plantform™ apresenta trés faixas com pequenas aberturas, que se estendem por
todo o fundo da cesta deste biorreator, o que leva a uma drenagem mais eficaz do meio de
cultura para o fundo do frasco. Este filme fino de meio de cultura que permanecia em contato

com as plantas do sistema ElecTIS no momento que a cesta estava suspensa (periodo de 8 h —
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intervalo entre as imersdes), pode ter contribuido para absorcdo ainda maior de meio de
cultura pelas plantas, levando ao maior nimero de brotos alcancados ao final do periodo de
cultivo.

Né&o existe na literatura trabalhos com eucalipto utilizando o biorreator ElecTIS e nem
trabalhos que comparem este biorreator com outros tipos de TISs. Sendo um sistema
desenvolvido recentemente, o pouco que foi encontrado a respeito do seu desempenho foi
apresentado pelo pesquisador Maurizio Lambardi no Il Convegno Nazionale sulla
Micropropagazione (VitroSOI 2017). Plantas do género Paulownia ao serem cultivadas em
ElecTIS apresentaram uma Taxa de Crescimento Relativo (TCR) de 13,6 comparada a 9,8
quando cultivadas em sistema convencional, Chrysanthemum apresentou uma TCR de 10,0
em plantas propagadas em ElecTIS e 6,12 para as propagadas em meio semi-solido. E por
fim, Nandina domestica apresentou uma TCR de 8,84 em ElecTIS e 7,15 em meio semi-
s6lido (LAMBARDI, 2017).

Muitos trabalhos com micropropagacdo de eucalipto em TISs apresentaram plantas
com caracteristicas hiperhidricas (GONZALEZ et al, 2011; HAJARI et al., 2006;
MENDONCA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2011a; OLIVEIRA et al., 2011b; OLIVEIRA et
al., 2014). A hiperhidricidade é um fen6bmeno em que os brotos se tornam vitreos e
transparentes, com folhas e caules inchados e quebradicos (LE ROUX; VAN STADEN,
1991). Este problema é muito relatado em plantas que utilizam o meio de cultura liquida, e
pode ser contornado com o uso de procedimentos como: injecdo de ar no sistema, ajuste da
frequéncia e tempo de imersdo e reducdo na concentracdo de citocinina (CARVALHO et al.,
2018).

No presente estudo nenhum dos TISs e nem o sistema semi-sélido apresentaram
plantas hiperhidricas, o que demonstra que a frequéncia e tempo de imerséo, as trocas gasosas
e a concentracdo de citocinina no sistema foram adequadas para o hibrido E. grandis X E.

urophylla utilizado neste experimento.
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5 CONCLUSAO

O biorreator ElecTIS € considerado um sistema eficiente na propagacéo de plantas do
hibrido E. grandis x E. urophylla, pois apresenta o mais alto valor de multiplicagdo de brotos
quando comparados ao sistema convencional e os outros TISs. Além disso, ele apresenta
auséncia de calosidades e auséncia de hiperhidricidade e é um sistema com baixo custo de
producéo e baixo custo de mao de obra.
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CAPITULO 4 CRIOPRESERVACAO DE APICES CAULINARES DE EUCALIPTO
PELOS METODOS DE DROPLET-VITRIFICATION E CRIOPLACA

RESUMO

A criopreservacdo é uma ferramenta essencial para manutencdo de germoplasma a longo
prazo, com minimo requerimento de custo e trabalho, e baixo risco de perda das amostras
criopreservadas. O uso da criopreservacdo de material genético em larga escala é ainda muitas
vezes prejudicado pela indisponibilidade de metodologias adequadas e respostas gendtipo
especifica de diversas espécies aos tratamentos crioprotetivos. Novas metodologias de
criopreservacdo como a droplet-vitrification e criolaca foram desenvolvidas com o intuito de
cada vez mais facilitar e serem mais eficientes que os métodos classicos de criopreservacdo. O
objetivo deste estudo foi otimizar o meio de pré-cultivo, o crioprotetor e o tempo de
exposicdo a ele, comparar os métodos droplet-vitrification e crioplaca para o hibrido
Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla e comparar fontes de explantes com idade de 20
dias e 3 anos na criopreservacdo de Eucalyptus grandis. O melhor meio de pre-cultivo foi o de
0,125; 0,25 e 0,5 M, o melhor crioprotetor foi 0 PVS2 com exposicdo dos explantes aos 15 e
30 minutos e a droplet-vitrification apresentou os melhores resultados. A porcentagem de
sobrevivéncia de E. grandis X E. urophylla aos 15 e 30 minutos apds a criopreservacao foi de
30% para ambos os tempos e a porcentagem de regeneracdo foi de 10%, tambem para ambos
0s tempos de exposicdo ao PVS2. Em E. grandis foi observada uma porcentagem de
sobrevivéncia de 48% dos explantes provenientes de plantas com 20 dias e auséncia de
sobrevivéncia dos explantes oriundos de plantas com 3 anos. Para o hibrido E. grandis X E.
urophylla a criopreservacdo utilizando os pardmetros otimizados ndo apresentou uma
porcentagem de sobrevivéncia considerada como ideal para o estabelecimento de bancos
criogénicos e para E. grandis foi observado que a idade possui grande influéncia no resultado
final da criopreservacéo.

Palavras-chave: Eucalyptus grandis X E. urophylla. Eucalyptus grandis. Pré-cultivo.
Crioprotetor. Método criogénico.
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ABSTRACT

Cryopreservation is an essential tool for the maintenance of germplasm in the long term, with
minimum requirement of cost and labor, and low risk of loss of cryopreserved samples. The
use of cryopreserved genetic material on a large scale is still often hampered by the
unavailability of appropriate methodologies and specific genotype responses for several
species to cryoprotectant treatments. New cryopreservation methodologies such as droplet-
vitrification and cryoplate have been developed with the aim of increasingly facilitating the
process and being more efficient than classical methods of cryopreservation. The objective of
this study was to optimize the preculture medium, the cryoprotectant and the time of exposure
to it, to compare the droplet-vitrification and cryoplate methods for the hybrid Eucalyptus
grandis X Eucalyptus urophylla and to compare sources of explants with age of 20 days and 3
years in the cryopreservation of Eucalyptus grandis. The best pre-culture medium was 0.125;
0.25 and 0.5 M, the best cryoprotectant was PVS2 with exposure of the explants at 15 and 30
minutes and droplet-vitrification showed the best results. The survival percentage of E.
grandis X E. urophylla at 15 and 30 minutes after cryopreservation was 30% for both times
and the regeneration percentage was 10%, also for both PVVS2 exposure times. In E. grandis, a
survival percentage of 48% of explants from 20 day old plants and absence of survival of 3
year old explants was observed. For the E. grandis X E.urophylla hybrid the cryopreservation
using the optimized parameters did not present a percentage of survival considered ideal for
the establishment of cryogenic banks and for E. grandis it was observed that age has a great
influence on the final result of cryopreservation.

Keywords: Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla. Eucalyptus grandis. Pre-culture.
Cryoprotectant. Cryogenic method.
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1 INTRODUCAO

As espécies de eucalipto possuem grande interesse comercial devido suas inimeras
aplicac@es industriais (MAXIMO et al., 2015). E cada vez mais programas de melhoramento
associados & transformacdo genética estdo desenvolvendo gendtipos com maior
produtividade, qualidade e sustentabilidade. No entanto, sdo necessarios métodos para
manutencdo das plantas geneticamente modificadas enquanto testes em casa de vegetagéo e
campo ocorrem antes da liberacdo das plantas para producdo comercial (PADAYACHEE et
al., 2009).

Embora métodos de manutencdo em estufa e em campo sejam essenciais em tais
programas, eles sdo de elevado risco, devido as plantas estarem suscetiveis a estresses bidticos
(fungos, bactérias e ataques de patdgenos) e abidticos (seca, inundacdes, dentre outros) na
conservacdo ex situ. Além de serem métodos caros em termos de mao de obra, uso da terra e
da dgua (WATT et al., 1997, 2000).

Desta forma, tecnologias de conservacdo in vitro, como a criopreservacao, podem
minimizar tais danos e serem incluidas como estratégias para manutencdo destes genotipos
(ENGELMANN, 1997; RAO, 2004; WATT et al., 1997; 2000).

A criopreservacao € um método de armazenamento de material vegetal a temperaturas
ultra-baixas, como a do nitrogénio liquido (-196°C), no qual nesta temperatura todas
atividades metabdlicas cessam e nenhuma alteragdo genética ocorre no material
(ENGELMANN, 2004). Este método é uma estratéegia muito Util na complementacdo de
outros metodos de manutencdo ja existentes, servindo como uma forma de backup de uma
ampla base genética para propostas de melhoramento, manutencdo de clones elite durante
ensaios de campo e para manutencdo de espécies ameacadas de extincdo, devido
principalmente a atividade humana e ao aquecimento global (CARNEROS et al., 2017; LI et
al., 2018; PADAYACHEE et al., 2009).

A criopreservacdo € 0 Unico meio seguro e econdmico de conservacgdo de genotipos a
longo prazo (DIXIT et al., 2004). Além disso, este método requer a ocupacgdo de um espaco
minimo para armazenamento do material a ser criopreservado, custo reduzido ja que nao sao
necessarios subcultivos das plantas, baixa incidéncia de contaminacdo e baixo risco de
variacdo somaclonal (AHN; CHOI, 2017; ENGELMANN, 1992; NAIRN, 1993; PUKACKI;
JUSZCZYK, 2015).

O ponto crucial para se obter sucesso na criopreservacao esta na remocdo de agua

celular antes do congelamento, para evitar a ocorréncia de cristais de gelo, os quais podem
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levar a morte celular (DUMET et al., 1994; PADAYACHEE et al., 2009). A remocéo da dgua
no interior das células é realizada de acordo com o método criogénico utilizado. No caso dos
métodos droplet-vitrification e crioplaca, ambos sdo baseados na vitrificacdo, em que a
desidratacdo ocorre por meio da exposi¢cdo dos explantes a solucGes crioprotetoras altamente
concentradas (ENGELMANN, 2004; REED et al., 2006).

O método da crioplaca foi desenvolvido recentemente com o intuito de aprimorar a
droplet-vitrification. E mesmo ainda sendo pouco utilizado, este novo método oferece
vantagens como: maior facilidade de manuseamento, por fazer uso de crioplacas de aluminio,
e utilizacdo de alginato de sddio para o encapsulamento dos apices, o qual pode minimizar o
efeito toxico dos crioprotetores (NIINO et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2011b).

Em eucalipto, a técnica de droplet-vitrification apresentou rapidas taxas de
congelamento e aquecimento por utilizar folhas de aluminio no processo da cr apresentou
grande sucesso quando comparada com a técnica encapsulation-dehydration, a qual nao
utiliza solucdes de vitrificagdo para a desidratacdo e sim desidratacdo por meio de fluxo de ar
ou silica gel (KAYA et al., 2013).

Jaemrelacgdo a crioplaca, ndo foram encontrados trabalhos com eucalipto.

O passo de pré-cultivo em meios com alta concentracéo de sacarose também auxilia na
desidratacdo osmotica dos explantes, retirando agua das células e impedindo a formacéo de
cristais de gelo (ZHU et al., 2006). E em eucalipto este € um passo crucial, devido a alta
sensibilidade a dessecacgdo que este género representa (PADAY ACHEE et al., 2009).

Vaérios fatores interferem na recuperacao das plantas ap0s a criopreservacdo. Entre eles
pode ser citado a idade da planta mde que ird fornecer o explante a ser criopreservado
(UCHENDU; REED, 2008), a composicéo do crioprotetor e o tempo de exposicao a ele, entre
outros. O material deve ser o mais jovem possivel, pois de acordo com Kulus e Zalewska
(2014), as células deste tipo de material sdo mais tolerantes ao congelamento. A composicéo
dos crioprotetores também deve ser levada em consideracdo, visto que muitos deles possuem
componentes altamente toxicos as plantas (VUJOVIC et al., 2011), e o tempo de exposicio ao
crioprotetor pode variar com o tipo de explante e espécie utilizada.

Diante do exposto acima, o objetivo deste trabalho foi otimizar o meio de pré-cultivo,
0 crioprotetor e o tempo de exposicdo a ele, além de comparar os métodos droplet-
vitrification e crioplaca para o hibrido E. grandis X E. urophylla e comparar fontes de

explantes com idades diferentes na criopreservacédo de E. grandis.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Experimento 1

No presente experimento foram testados trés meios de pré-cultivo com sacarose, trés

tipos de crioprotetores e dois métodos criogénicos.
2.1.1 Local de condugéo e material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no “Laboratorio di Tecnologie In Vitro e di
Crioconservazione” no IVALSA/CNR (Istituto per la Valorizzazione del Legno e dele Specie
Arboree/Consiglio Nazionale delle Ricerche), localizado em Florenca na Italia e no
Laboratorio Central de Biologia Molecular (LCBM), na Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

Foram utilizados apices caulinares do hibrido comercial de Eucalyptus grandis X
Eucalyptus urophylla, provenientes de plantas preestabelecidas in vitro por meio da
micropropagacdo em meio semissolido. As plantas foram cultivadas em meio de cultura
JADS (CORREIA et al., 1995), acrescido de 0,3 mg/L de BAP (6-benzilaminopurina) e 0,1
mg/L de ANA (&cido naftalenoacético), 30 g/L de sacarose e 4,9 g/L de agar. O pH foi

ajustado para 5,8 e os meios foram autoclavados a 121°C por 20 minutos.
2.1.2 Otimizacao dos meios de pre-cultivo (curvas de sacarose)

Foram testadas trés curvas de sacarose para o pré-cultivo dos apices caulinares. Para
confeccdo das curvas de sacarose, apices caulinares foram excisados e colocados em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), passando pelos seguintes gradientes de sacarose: 0,125;
0,25; 0,5e 1 M (curva 1), 0,125; 0,25 e 0,5 M (curva 2), com 0s apices permanecendo 24 h
em cada concentracdo e 0,5 M (curva 3), com o0s apices permanecendo por 48 h seguidas
nesta concentracdo. Os apices foram mantidos no escuro, durante o pré-cultivo e depois foram
transferidos para meio de cultura JADS (idem tépico 2.1.1, adicionado de 0,1 g/L de acido
ascorbico) e armazenado em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas a uma
intensidade luminosa de 45 umol/m?/s e temperatura de 23+1°C, onde permaneceram por 30

dias até a avaliagdo.
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2.1.3 Otimizacao de crioprotetores (curva de crioprotetores) e dos métodos criogénicos

Neste experimento foram testados trés crioprotetores: PVS2 (30% glicerol (p/v), 15%
de etilenoglicol (p/v), 15% de dimetilsulféxido (p/v), e 0,4 M de sacarose [13,7% (p/v)] em
meio MS) (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990), PVS3 (50% de glicerol (p/v) e 50 % de
sacarose em meio MS) (NISHIZAWA et al. 1993) e VSL (20% (p/v) glicerol, 30% (p/v)
etilenoglicol, 5% (p/v) sacarose, 10% (p/v) dimetilsulféxido e 10 mM CaCl,) (SUZUKI et al.,
2008) e dois métodos criogénicos: droplet-vitrification e crioplaca.

Para 0 método da droplet-vitrification foram utilizadas tiras de papel aluminio
autoclavados (5 X 15 mm), sobre as quais foram colocadas 3 gotas do crioprotetor utilizado e
sobre cada gota foi colocado um apice, o qual permaneceu em contato com o crioprotetor
durante 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos, sendo que no processo com o0 PVS2 e VSL os apices
foram mantidos a temperatura de 0°C e o com PVS3 eles foram mantidos & temperatura
ambiente.

Para 0 método da crioplaca, foram utilizadas crioplacas de aluminio contendo 10
pocos. Em cada poco foi adicionado 5 pL de uma solugéo de alginato a 3%, com 30 g/L de
sacarose diluidos em meio MS livre de calcio. Em seguida, foi adicionado um apice em cada
poco contendo alginato e estes foram cobertos por uma solucdo de cloreto de célcio a 100
mM. Apo6s 30 minutos, a solucdo de cloreto foi retirada e 0s &pices encontravam-se
encapsulados aderidos a crioplaca. As crioplacas contendo os &pices foram imersas nos
crioprotetores utilizados, onde permaneceram durante 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos, sendo
que no processo com 0 PVS2 e VSL os apices foram mantidos a temperatura de 0°C e 0 com
PVS3 eles foram mantidos a temperatura ambiente.

Em seguida, os apices de ambos 0s métodos criogénicos foram imersos em washing
solution (meio MS contendo 1,2 M de sacarose), onde permaneceram em temperatura
ambiente por 15 minutos. Decorrido este tempo os apices foram transferidos para meio de
cultura JADS (idem tépico 2.1.1, adicionado de 0,1 g/L de acido ascérbico) e mantidos no
escuro por 5 dias e depois transferidos para camera de crescimento com fotoperiodo de 16
horas a uma intensidade luminosa de 45 umol/m/s e temperatura de 23+1°C, onde

permaneceram por 30 dias até a avaliagao.
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2.1.4 Criopreservagao

Depois da otimizagdo do meio de pré-cultivo, tipo de crioprotetor e tempo de
exposicdo, foram escolhidos para o experimento de criopreservacdo o pré-cultivo em meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 0,125; 0,25 e 0,5 M de sacarose, 0 crioprotetor
PVS2 nos tempos 15, 30 e 60 minutos, sendo este Ultimo escolhido com base em
experimentos anteriores realizados no LCBM. Apesar da droplet-vitrification ter apresentado
os melhores resultados em relacdo a crioplaca, ambos os métodos foram utilizados, visto que
experimentos anteriores realizados no LCBM o método crioplaca apresentou os melhores
resultados.

Apice caulinares (1 mm) foram excisados e transferidos para meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) semissélido, contendo 0,125 M de sacarose e mantidos por
24 h em temperatura de 26+2°C e auséncia de luz. Em seguida foram transferidos para o
mesmo meio, porém com 0,25 M de sacarose e depois para 0,5 M de sacarose, onde tambem
permaneceram por 24 h em cada concentracdo sempre mantidos nas mesmas condicdes de
temperatura e luminosidade.

Para 0 método droplet-vitrification foram adicionadas 3 gotas (cada uma com 5 L) de
PVS2 em tiras de papel aluminio autoclavados (5 X 15 mm) e sobre cada gota foi colocado
um apice, onde permaneceram por 15, 30 e 60 minutos a 0°C.

ApoOs cada tempo, as tiras de aluminio contento os &pices foram colocadas em
criotubos de 1,5 mL contendo nitrogénio liquido, fechados, identificados e mergulhados em
nitrogénio. Ap6s 1 h em nitrogénio liquido, os apices juntamente com a tira de aluminio
foram retirados dos criotubos e imersos em uma solucdo denominada washing solution (meio
MS contendo 1,2 M de sacarose), permanecendo em temperatura ambiente durante 15 min.
Em seguida, os apices foram inoculados em meio de cultura JADS (idem tépico 2.1.1,
adicionado de 0,1 g/L de &cido ascérbico) e mantidos no escuro por 5 dias na temperatura de
26£2°C, a fim de evitar a oxidacdo dos apices. ApOs este periodo, os apices foram
transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas a uma intensidade
luminosa de 45 pmol/m?/s e temperatura de 26+2°C, onde permaneceram por 30 dias até a
avaliacdo. Os tratamentos imersos em nitrogénio liquido foram chamados de LN™.

Os apices caulinares que nao foram imersos em nitrogénio liquido (LN"), apds serem
expostos a solucdo de PVS2, foram diretamente transferidos para a washing solution, onde
também permaneceram em temperatura ambiente por 15 minutos e logo apds foram

inoculados em meio JADS (idem topico 2.1.1, adicionado de 0,1 g/L de &cido ascorbico).



92

Para 0 método da crioplaca foram utilizadas crioplacas de aluminio contendo 10
pocos. Em cada poco foi adicionado 5 pL de uma solucgdo de alginato de sddio a 3%, com 30
g/L de sacarose diluidos em meio MS livre de célcio. Em seguida, foi adicionado um &pice
em cada poco contendo alginato e estes foram cobertos por uma solugéo de cloreto de calcio a
100 mM. Apds 30 minutos, a solucdo de cloreto foi retirada e os apices encontravam-se
encapsulados aderidos a crioplaca. As crioplacas contendo os &pices foram imersas no
crioprotetor PVS2, onde permaneceram durante 15, 30 e 60 minutos a 0°C.

Apo6s cada tempo, as crioplacas contendo os apices foram colocadas em criotubos de
1,5 mL contendo nitrogénio liquido, fechados, identificados e mergulhados em nitrogénio
liquido. Ap6s 1 h em nitrogénio liquido, as crioplacas com os éapices foram retiradas dos
criotubos e imersas na washing solution, em temperatura ambiente durante 15 min. Em
seguida, os apices foram inoculados em meio de cultura JADS (idem tépico 2.1.1, adicionado
de 0,1 g/L de acido ascorbico) e mantidos no escuro por 5 dias na temperatura de 26+2°C
Apos este periodo, os apices foram transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo de
16 horas a uma intensidade luminosa de 45 pmol/m?/s e temperatura de 26+2°C, onde
permaneceram por 30 dias até a avaliagcdo. Os tratamentos imersos em nitrogénio liquido
foram chamados de LN".

Os apices caulinares que nao foram imersos em nitrogénio liquido (LN"), apds serem
expostos a solucdo de PVS2, foram diretamente transferidos para a washing solution, onde
também permaneceram em temperatura ambiente por 15 minutos e logo apds foram
inoculados em meio JADS (idem topico 2.1.1, adicionado de 0,1 g/L de &cido ascorbico).

Além do controle que ndo passou pelo nitrogénio liquido (LN"), mais dois controles
foram realizados. Apices caulinares excisados e diretamente inoculados em meio JADS foram
chamados de Controle Total e apices caulinares que passaram pelos meios de pré-cultivo com
sacarose e logo em seguida foram inoculados em meio JADS foram chamados de Controle

Sacaose.
2.1.5 Andlises estatistica

Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), cada tratamento foi
constituido por 3 repetices e cada repeticdo por 10 apices caulinares, exceto para o
experimento de otimizacdo do pré-cultivo, em que cada repeticdo foi composta de 20 apices.
Apos 30 dias em meio JADS, avaliou-se a porcentagem de sobrevivéncia, a porcentagem de

regeneracdo dos apices e a média do nimero de brotos por apices caulinares. Os dados foram
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submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as medias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 95% de significancia por meio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
1999).

2.2 Experimento 2

Neste experimento foram testadas duas fontes de explantes com idades diferentes:
brotacbes com 20 dias e brotacdes com 3 anos (subcultivadas a cada 20 dias). Os apices
caulinares foram expostos ao crioprotetor PVVS2 por 60 minutos e apenas o método crioplaca
foi utilizado, parametros estes baseados em um pré-teste realizado no LCBM com é&pices
caulinares de E. grandis.

2.2.1 Local de condugéo e material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio Central de biologia Molecular
(LCBM), na Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Foram utilizados apices caulinares de Eucalyptus grandis originados de sementes.
BrotacOes de E. grandis com 20 dias e brotacdes com 3 anos foram preestabelecidas in vitro
por meio da micropropagacdo em meio semissolido. As plantas foram cultivadas em meio de
cultura Woody Plant Medium (WPM) (LLOYD; MCCOWN, 1981), acrescido de 0,01 mg/L
de BAP, 0,1 mg/L de ANA, 0,1 mg/L AIB (4cido indolbutirico), 20 g/L de glicose e 4 g/L de
agar por 20 dias antes da criopreservacdo. O pH foi ajustado para 5,8 € 0s meios foram

autoclavados a 121°C por 20 minutos.

2.2.2 Criopreservacao

Apices caulinares (1 mm) foram excisados e transferidos para meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) semissdlido, contendo 0,25 M de sacarose e mantidos por 24
h em temperatura de 26+2°C e auséncia de luz. Em seguida foram transferidos para 0 mesmo
meio, porém com 0,5 M de sacarose, onde também permaneceram por 24 h em cada
concentracdo sempre mantidos nas mesmas condicdes de temperatura e luminosidade.

Para este experimento foram utilizadas crioplacas de aluminio contendo 10 pogos. Em
cada pogo foi adicionado 3 pL de uma solucdo de alginato de sodio a 3%, com 30 g/L de

sacarose diluidos em meio MS livre de calcio. Em seguida, foi adicionado um apice em cada
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poco contendo alginato de sddio e estes foram cobertos por uma solugdo de cloreto de célcio a
100 mM. Apds 30 minutos, a solucdo de cloreto foi retirada e os apices encontravam-se
encapsulados aderidos a crioplaca. As crioplacas contendo os apices foram imersas em
loading solution (2M de glicerol e 0,4 M de sacarose em meio MS) por 15 minutos em
temperatura ambiente. Logo apds as crioplacas foram imersas no crioprotetor PVS2, onde
permaneceram por 60 minutos a temperatura de 0°C.

Decorrido os 60 minutos as crioplacas foram colocadas em criotubos de 1,5 mL
contendo nitrogénio liquido, fechados, identificados e mergulhados em nitrogénio liquido.
Apb6s 1 h em nitrogénio liquido, as crioplacas contendo os éapices foram retiradas dos
criotubos e imersas na washing solution (meio MS contendo 1,2 M de sacarose), em
temperatura ambiente durante 15 min. Em seguida, os apices foram inoculados em meio de
cultura WPM acrescido 0,5 mg/L de BAP, 0,02 mg/L de ANA, 20 g/L de sacarose, 4 g/L de
agar e 0,1 g/L de acido ascorbico, e mantidos no escuro por 5 dias na temperatura de 26+£2°C.

Apos este periodo, os apices foram transferidos para sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas a uma intensidade luminosa de 45 pmol/m?/s, temperatura de 26+2°C,
poréem sem incidéncia de luz direta sobre eles e permaneceram por dois dias nesta condicdo.
Depois foram transferidos para um outro local da mesma sala de crescimento, desta vez com
incidéncia de luz direta sobre eles e, onde permaneceram por 30 dias até a avaliacdo, com
renovacao do meio de cultura aos 15 dias. Os tratamentos imersos em nitrogénio liquido
foram chamados de LN".

Os apices caulinares que nao foram imersos em nitrogénio liquido (LN"), apds serem
expostos a solucdo de PVS2, foram diretamente transferidos para a washing solution, onde
também permaneceram em temperatura ambiente por 15 minutos e logo apds foram

inoculados em meio WPM (idem ao citado neste tdpico).
2.2.3 Andlises estatisticas

Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), cada tratamento foi
constituido por 5 repeticBes e cada repeticdo por 10 apices caulinares. Apds 30 dias em meio
de cultura WPM, avaliou-se a porcentagem de sobrevivéncia dos brotos. A porcentagem de
regeneracao dos apices e a média do nimero de brotos por apices caulinares ndo foi calculada
neste experimento, visto que grande parte dos apices ainda estavam muito pequenos para estas
avaliagdes. Desta forma estes pardmetros serdo calculados apds 60 dias da criopreservacao.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
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pelo teste de Scott-Knott a 95% de significAncia por meio do programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 1999).
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3 RESULTADOS

3.1 Experimento 1

3.1.1 Otimizacao dos meios de pré-cultivo (curvas de sacarose)

Ao avaliar as trés curvas de sacarose (FIGURA 4), observou-se que ndo houve
diferenca estatistica entre elas em relacdo a porcentagem de sobrevivéncia (FIGURA 4 A) e
porcentagem de regeneracdo (FIGURA 4 B) dos apices caulinares, porém a média do nimero
de brotos por apice foi maior para a curva 2 (FIGURA 4 C e 5 B). Apesar de ndo ter sido
observada diferenca estatistica na % de sobrevivéncia e % de regeneracdo dos apices,
visualmente a curva 2 (0,125; 0,25 e 0,5 M de sacarose) apresentou brotos maiores e mais
desenvolvidos que as outras duas curvas (FIGURA 5). Estes resultados mostraram a curva 2

como melhor opgdo para o pré-cultivo dos apices, para o hibrido estudado.

Figura 1 — Curvas sacarose de E. grandis x E. urophylla. A - Porcentagem de Sobrevivéncia,
B - Porcentagem de Regeneracdo e C - Brotos/Apices. Curva 1 —0,125; 0,25; 0,5;
1 M, B: Curva 2 - 0,125; 0,25; 0,5 M e Curva 3 — 0,5 M. Médias seguidas pelas
mesmas letras pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 2 — Aspecto visual dos apices de E. grandis x E.urophylla depois de 30 dias do pré-
cultivo em sacarose. A - Curva 1: 0,125; 0,25; 0,5; 1 M de sacarose, B - Curva 2:
0,125: 0,25; 0,5 M de sacarose e C - Curva 3: 0,5 M de sacarose. Barra: 1 cm.

3.1.2 Otimizacéao dos crioprotetores (curva de crioprotetores)

3.1.2.1 Crioprotetor PVS2

Em um aspecto geral, o crioprotetor PVS2 apresentou 0s maiores resultados de
regeneracao, sobrevivéncia e numero de brotos quando comparado ao PVS3 e VSL (FIGURA
6, 9 e 12). Na curva com o crioprotetor PVS2 o método droplet-vitrification foi melhor
quando comparado a crioplaca (FIGURA 6, 7 e 8), sendo que os tempos de 15 e 30 minutos
foram os tratamentos que apresentaram os maiores valores. A porcentagem de sobrevivéncia
para ambos os tempos foi de 100%, a porcentagem de regeneracao foi de 91,7% no tempo de
15 minutos e de 92% de sobrevivéncia para 30 minutos, sendo que ndo houve diferenca
estatistica entre estes dois tempos. Em relagdo ao nimero de brotos, o tempo de 15 minutos
apresentou uma média de 3,7 brotos por apice e 2,6 brotos em 30 minutos (FIGURA 6 A, B,
Ce7AeB).

Também foi observado que quando os apices foram expostos por 45 minutos ao PVS2,
a porcentagem de sobrevivéncia de ambos 0os métodos reduziu em relacdo a 30 minutos, com
a droplet-vitrification apresentando 33, 7% de sobrevivéncia e a crioplaca 37,5% (FIGURA 6
A e 6 B). Além disso, no método droplet-vitrification também houve uma reducdo da
porcentagem de regeneracdo de 45 a 60 minutos, a qual se manteve até 90 minutos. Enquanto
na crioplaca de 45 a 90 minutos a porcentagem de sobrevivéncia foi estatisticamente igual.
Estes resultados podem inferir que em um tempo igual ou superior a 45 minutos o PVS2

apresenta maior toxidez aos apices de E. grandis x E. urophylla para ambos os métodos.



98

Figura 3 — Curva de E. grandis x E. urophylla utilizando o crioprotetor P\VS2 nos tempos 15,
30, 45, 60, 75 e 90 min. A, C e E — Porcentagem de sobrevivéncia, porcentagem
de regeneracdo e nimero de brotos por apice utilizando o método droplet-
vitrification e B, D e F — Porcentagem de sobrevivéncia, porcentagem de
regeneracdo e nimero de brotos por apice utilizando o método crioplaca. Médias
seguidas pelas mesmas letras pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott

(p<0,05).
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Figura4 — Aspecto visual dos &pices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da
exposicao ao crioprotetor PVS2 utilizando o método droplet-vitrification. A - 15
min, B - 30 min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm.
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Figura5— Aspecto visual dos &pices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da
exposicdo ao crioprotetor PVS2 utilizando o método crioplaca. A - 15 min, B -

3.1.2.2 Crioprotetor PVS3

Quando o PVS3 foi utilizado como crioprotetor foi observado que o método droplet-
vitrification apresentou os maiores valores de sobrevivéncia, regeneracdo e média de brotos,
quando comparado ao método da crioplaca (FIGURA 9). Ao contrario da curva com o
crioprotetor PVS2, em que 15 e 30 foram considerados os melhores tratamentos, ao utilizar o
PVS3 no método droplet-vitrification, apenas o tempo de 15 minutos apresentou os melhores
resultados, com 95,8% de sobrevivéncia, 87,5% de regeneracdo e uma media de 2,5 brotos
por apice caulinar (FIGURA 9 A, C e E).

No método da crioplaca os melhores resultados foram apresentados pelos tempos de
15 e 30 minutos para os trés parametros avaliados (% de sobrevivéncia, % de regeneracgao e
média de brotos por &pice), ndo havendo diferenca estatistica entre estes dois tempos para
nenhum dos parametros. No entanto, apesar destes dois tempos apresentarem os melhores
valores em relagdo aos demais, 15 minutos da crioplaca foi bem inferior aos 15 minutos da
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droplet-vitrification, com uma porcentagem de sobrevivéncia de 45,8%, 33,3% de
regeneracdo e uma media de 1,1 brotos por apice (FIGURA 9B, D e F).

Na droplet-vitrification, aos 30 minutos, foi observada uma redugédo da porcentagem
de sobrevivéncia maior que o dobro daquela alcancada aos 15 minutos, com um valor de
41,7%. Além disso, aos 75 e 90 minutos de exposicdo ao crioprotetor ndo foi constatada
sobrevivéncia dos apices (FIGURA 9 A e 10 E e F). De um modo geral houve uma reducéo
nos valores de todos os parametros avaliados no intervalo de 15 a 90 minutos, o que pode
indicar uma possivel toxicidade do PVS3 com o0 aumento do tempo de exposicéo.

Na crioplaca os melhores resultados foram apresentados pelos tempos de 15 e 30
minutos (FIGURA 9 B, D e F e 11). No entanto, comparados ao tempo de 15 minutos da
droplet-vitrification estes valores foram mais baixos (FIGURA 9 A, C e E) Além disso, a
reducdo da porcentagem de sobrevivéncia, porcentagem de regeneracdo e media de brotos foi
mais pronunciada aos 45 minutos, com valores de 8,3%, 4,2% e 0,08 respectivamente
(FIGURA 9B, DeF).
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Figura 6 — Curva de E. grandis x E. urophylla utilizando o crioprotetor PVVS3 nos tempos 15,
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Figura 7 — Aspecto visual dos &pices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da
exposicao ao crioprotetor PVS3 utilizando o método droplet-vitrification. A - 15
min, B - 30 min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm.
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Figura8 — Aspecto visual dos &pices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da
exposicdo ao crioprotetor PVS3 utilizando o método crioplaca. A - 15 min, B -
30 min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm.

3.1.2.3 Crioprotetor VSL

Em relacdo ao crioprotetor VSL, novamente a droplet-vitrification apresentou 0s
melhores resultados quando comparada a crioplaca (FIGURA 12, 13 e 14). O tempo de 15
minutos apresentou 0s maiores valores em relagdo aos outros tempos, com 91,6% de
sobrevivéncia, 87,5% de regeneracdo e uma média de 2,4 brotos por apice (FIGURA 12 A, C
e E). Observou-se que assim como na curva do PVS2, no método droplet-vitrification, todos
0s tempos apresentaram sobrevivéncia ao usar o VSL, diferente do crioprotetor PVVS3 em que
nos tempos de 75 e 90 minutos nenhuma sobrevivéncia foi observada.

Em relagdo a crioplaca, ndo houve diferenca estatistica na porcentagem de
sobrevivéncia nos tempos de 15 e 30 minutos de exposi¢do ao crioprotetor VSL, com 62,5 e
50% de sobrevivéncia em 15 e 30 minutos respectivamente. J& para a % de regeneragéo e o
namero de brotos, 15 minutos de exposicdo apresentou os melhores resultados, com 45,8% de
regeneragdo e uma média de 1,8 brotos por apice (FIGURA 12 B, D e F).
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Figura9— Curva de E. grandis x E. urophylla utilizando o crioprotetor VSL nos tempos 15,
30, 45, 60, 75 e 90 min. A, C e E — Porcentagem de sobrevivéncia, porcentagem
de regeneracdo e numero de brotos por &pice utilizando o método droplet-
vitrification e B, D e F — Porcentagem de sobrevivéncia, porcentagem de
regeneracdo e nimero de brotos por apice utilizando o método crioplaca. Médias
seguidas pelas mesmas letras pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
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Figura 10 — Aspecto visual dos &pices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da
exposicdo ao crioprotetor VSL utilizando o método droplet-vitrification. A - 15
min, B - 30 min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm.
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Figura 11 — Aspecto visual dos apices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da

exposic¢do ao crioprotetor VVSL utilizando o método crioplaca. A - 15 min, B - 30
min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm.
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3.1.3 Criopreservacao

Ao analisar os graficos da Figura 15 podemos observar que os tratamentos controle
total e controle sacarose ndo apresentaram diferenca estatistica em nenhum dos parametros
avaliados (% de sobrevivéncia, % de regeneracdo e média do nimero de brotos) para ambos
0s métodos criogénicos (droplet-vitrification e crioplaca). Foi observado 100% de
sobrevivéncia do controle total e controle sacarose na droplet-vitrification e na crioplaca
(FIGURA 15 A e B). A porcentagem de regeneracdo do controle total e controle sacarose de
ambos 0s métodos criogénicos apresentaram os mesmos valores, com 100% de regeneracao
do controle total e 93,3% do controle sacarose (FIGURA 15 C e D). A média do nimero de
brotos na droplet-vitrification foi de 6,7 para o controle total e 6,8 para o controle sacarose
(FIGURA 15 E) e na crioplaca foi ao contrario, com 6,8 para o controle total e 6,7 para o
controle sacarose (FIGURA 15 F). Estes resultados demonstram que ndo houve efeito
negativo na sobrevivéncia e regeneracdo dos explantes em meio de pré-cultivo com alta

concentracédo de sacarose.
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Em relacdo aos tratamentos ndo criopreservados (LN"), ndo houve diferenca estatistica
na porcentagem de sobrevivéncia entre os tempos avaliados no método droplet-vitrification, e
estes foram estatisticamente iguais ao controle total e controle sacarose (FIGURA 15 A). J&
no método crioplaca o tempo de 60 minutos apresentou menor sobrevivéncia quando
comparado ao tempo de 15 e 30 minutos, que foram estatisticamente iguais (FIGURA 15 B).
Em relacdo a porcentagem de regeneragdo, os tempos de 15 e 60 minutos foram
estatisticamente iguais aos tratamentos controle na metodologia droplet-vitrification, e apesar
de 30 minutos ter sido diferente estatisticamente dos demais tratamentos, ele ainda apresentou
um valor alto de regeneracdo (76,7%) (FIGURA 15 C). Na crioplaca, todos os tempos
avaliados apresentaram resultados inferiores aos controles total e sacarose e o tempo de 60
minutos foi inferior aos demais tempos avaliados, com um valor de 20% (FIGURA 15 D).
Quanto a média de brotos ndo foi observada diferenca estatistica entre nenhum dos
tratamentos no método da droplet-vitrification e na crioplaca apesar desta média ndo ter
apresentado diferenca estatistica entre os trés tempos avaliados, elas foram inferiores aos
controles. Com os resultados deste experimento podemos inferir que na droplet-vitrification o
PVS2 nédo apresentou um efeito citotoxico em nenhum dos tempos de exposicéo a ele.

Em relacio aos apices criopreservados (LN") foi observada uma regeneracio de 30%
para 0 tempo de 15 e 30 minutos e de apenas 6,7% para 0 tempo de 60 minutos na
metodologia droplet-vitrification (FIGURA 15 A e 16 B, D e F). Neste mesmo metodo, a
porcentagem de regeneracdo foi de 10% para 15 e 30 minutos e de apenas 3,3% para o0 tempo
de 60 minutos e a média do numero de brotos foi de 0,1% para todos os tempos avaliados. A
crioplaca apresentou 0% de sobrevivéncia para os tempos avaliados, e consequentemente nao
houve regeneracdo de brotos. Estes resultados mostram que na metodologia droplet-
vitrification, apesar dos apices terem tolerado bem a exposicdo ao PVS2 nos trés periodos de
tempo avaliados (15, 30 e 60 minutos), eles demonstraram uma baixa tolerdncia ao em
nitrogénio liquido. E na crioplaca foi observado que a tolerancia dos apices ao PVS2 foi
menor quando comparada a droplet-vitrification nos explantes que ndo passaram pelo

nitrogénio, e esta foi nula quando os apices foram expostos ao nitrogénio liquido.
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Figura 12 — Criopreservagdo de E. grandis x E. urophylla utilizando os métodos droplet-
vitrification e crioplaca. A, C e E - Porcentagem de sobrevivéncia, porcentagem
de regeneracdo e numero de brotos por apice utilizando o método droplet-
vitrification e B, D e F — Porcentagem de sobrevivéncia, porcentagem de
regeneracdo e nimero brotos por apice utilizando o método crioplaca. Médias
seguidas pelas mesmas letras pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-

Knott (p<0,05).
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Figura 13 — Aspecto visual dos &pices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da
criopreservacdo. A, C e E — Apices ndo criopreservados (LN") expostos a 15, 30
e 60 min ao PVS2 respectivamente e B, D e F — Apices criopreservados (LN")
expostos a 15, 30 e 60 min ao PVS2 respectivamente. Barra: 1 cm.
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3.2 Experimento 2

Neste experimento, em que foram comparadas duas idades diferentes de fontes de
explantes para a criopreservacdo (brotagbes com 20 dias e com 3 anos), observou-se que
embora o controle total e o controle sacarose tenham sido estatisticamente iguais para ambas
as idades, os explantes originados de brotagdes com 3 anos apresentaram um valor um pouco
menor que os originados de brotagdes com 20 dias (FIGURA 17, 18). Este resultado sugere
que o pré-cultivo com sacarose ndo foi prejudicial para nenhuma das fontes de explante.

O tratamento LN das brotacbes com 3 anos apresentou uma porcentagem de
sobrevivéncia de apenas 16%, sendo este um valor bem inferior ao apresentado pelo
tratamento LN das brota¢es com 20 dias, no qual foi de 96% de sobrevivéncia (FIGURA
17). A maturidade fisiologica das brotacdes com 3 anos, associadas a soma dos estresses
sofrido pelos explantes submetidos ao pré-cultivo e ao PVS2 pode explicar o valor de
sobrevivéncia mais baixo destes explantes.

Nos tratamentos criopreservados (LN") foi observado uma porcentagem de
regeneracdo de 48% dos apices provenientes de plantas com 20 dias, enquanto para 0s apices
provenientes de brotacdes com 3 anos a sobrevivéncia foi nula (FIGURA 17). Estes
resultados mostraram que 0s explantes provenientes de brotacbes com 3 anos apresentaram
uma maior sensibilidade as etapas do processo de criopreservacdo quando comparados aos
explantes provenientes de brotacdes com 20 dias. Podendo-se inferir que a série de estresses
sofridas pelos explantes durante a criopreservacdo culminou com a anulacdo da sobrevivéncia
dos éapices provenientes de brotacbes com 3 anos, ap0s a passagem deles pelo nitrogénio

liquido.
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Figura 14 — Porcentagem de sobrevivéncia dos apices caulinares de E. grandis provenientes
de brotaces com 20 dias e brotagdes com 3 anos de idade. Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott

(p<0,05).
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Figura 15 — Aspecto visual dos &pices de E. grandis provenientes de brotagcbes com 20 dias e
3 anos de idade depois de 30 dias da criopreservacdo. A — Apices ndo
criopreservados (LN") aos 20 dias, B — Apices criopreservados (LN*) aos 20 dias,
C — Apices ndo criopreservados (LN") aos 3 anos e D — Apices criopreservados
(LN™) aos 3 anos. Barra: 1 cm.
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4 DISCUSSAO

Entre todas as estratégias de conservacdo existentes, a criopreservacdo € atualmente
considerada como uma forma segura e econdémica de armazenamento de recursos genéticos a
longo prazo, podendo ser utilizada como um backup em programas de transformacéo
genética, enquanto ensaios de campo sdo realizados (PADAYACHEE et al., 2009).

Um passo muito importante nos protocolos de criopreservacdo é o pré-cultivo dos
explantes em meios com a presenga de agentes osmoticos. Esta estratégia tem como
finalidade aumentar a recuperagdo dos explantes depois da criopreservagdo. Isto ocorre
porque estes agentes osméticos atuam na desidratacdo da célula, fazendo com esta perca agua
para 0 meio externo o que evita a formacgdo de cristais de gelo durante o congelamento e o
aquecimento (ZHU et al.,, 2006). Além disso, a producdo endogena de compostos
crioprotetores pelas células que passam pelo pré-cultivo, aumentam a tolerancia das plantas ao
processo de dessecacao e criopreservacdo (KULUS; ZALEWSKA, 2014; PADAYACHEE et
al., 2009). A sacarose € um agente osmoético muito utilizado nos meios de pré-cultivo.
Segundo Grapin et al. (2007) e Halmagyi e Pinker (2006), a desidratacdo osmotica por meio
de carboidratos, como a sacarose, estimulam uma melhor resisténcia a dessecacao e ao efeito
toxico de alguns crioprotetores do que outros agentes osmoticos.

No presente trabalho, foram testadas trés curvas de sacarose para o pré-cultivo dos
apices de eucalipto. Foi observado, que o clone de eucalipto estudado aqui tolerou uma
concentracdo de sacarose até 1 M, porém o numero de brotos produzidos pelas pelos apices
gue passaram por esta concentracdo de sacarose foi menor em relacdo aos apices cultivados
em meio de cultura com até 0,5 M de sacarose. Outro ponto observado neste trabalho foi que
0 hibrido E. grandis x E. urophylla foi mais tolerante quando submetido a meios com
concentragdes crescentes de sacarose (24 h em cada concentracdo), do que quando submetido
a uma Unica concentracao por um periodo de tempo maior (48 h).

Kaya et al. (2013) observaram que ao utilizaram uma concentracdo de sacarose até 1,2
M no pré-cultivo de uma linhagem de E. grandis X E.urophylla o nimero de é&pices
regenerados caiu drasticamente quando comparado ao controle sem sacarose. Estes mesmos
autores observaram que apices caulinares de E. grandis X E.urophylla sdo sensiveis a alta
concentracdo de sacarose (>0,625 M), mesmo com um aumento progressivo deste acucar.

Santos et al. (2015) observaram que o pré-cultivo de apices caulinares em meio de
cultura com 0,3 M de sacarose resultou em aumento da recuperagdo de brotos de Harconia

speciosa criopreservados quando comparados com apices que ndo passaram pelo pré-cultivo.
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Segundo Panis et al. (1996) a sacarose ndo s6 promove redugdo no conteldo de agua por
desidratacéo (efeito osmotico), como também reduz o ponto de congelamento da &gua dentro
do tecido, além disso a sacarose tem o papel de protecdo das membranas durante o
congelamento (CARPENTIER et al., 2010).

O método de vitrificacdo foi desenvolvido por Sakai et al. (2000) e tem sido utilizado
para varias espécies vegetais (MATSUMOTO, 2017). Com o passar dos anos varias tentativas
de desenvolver solucdes de vitrificagdo que atendam a grande diversidade de material vegetal
a serem criopreservados tém sido realizadas (SUZUKI et al., 2008). Entre estas solugcdes o
PVS2, combinado com pré-cultivo e/ou pré-incubacdo (loading solution), tem sido utilizado
com maior frequéncia na criopreservacdo de apices caulinares vegetais (KAYA et al., 2013;
ROMADANOVA; KUSHNARENKO; KUSHNARENKO, 2017; SANTOS et al.,, 2015;
VOLK et al., 2017).

Neste trabalho, foi observado na droplet-vitrification que apesar dos 3 crioprotetores
utilizados apresentarem comportamento similar no tratamento de 15 minutos, com alta
porcentagem de sobrevivéncia, regeneracdo e numero de brotos, aos 30 minutos apenas o
PVS2 manteve bons resultados dos parametros avaliados quando comparado com o PVS3 e 0
VSL. Ja na crioplaca a taxa de sobrevivéncia, regeneracdo e nimero de brotos aos 15 e 30
minutos foi tdo alta quanto na droplet-vitrification apenas quando foi utilizado o crioprotetor
PVS2, sendo que o uso do PVS3 e VSL na crioplaca apresentou resultados inferiores quando
comparados com a droplet-vitrification nos tempos de 15 e 30 minutos.

O principal problema em relacdo as solucdes de vitrificacdo esta relacionado com a
alta toxidez de alguns de seus componentes e pelo fato destas solucdes geralmente serem
espécie especificas (SUZUKI et al., 2008; VUJOVIC et al., 2011). O crioprotetor PVS2
apresenta como caracteristica sua alta toxidez quimica devido a presenca de crioprotetores
penetrantes como DMSO e etilenoglicol. O PVS3, no qual possui em sua composicao
sacarose e glicerol, tem sido usado como uma alternativa para criopreservacdo de espécies
sensiveis ao PVS2 (KIM et al., 2009).

Porém, neste estudo foi observado que na droplet-vitrification a partir de 30 minutos,
0 PVS3 foi mais toxico ao eucalipto do que o PVS2, exibindo menor % de sobrevivéncia,
regeneracdo e nimero de brotos. Enquanto na crioplaca todos os parametros avaliados foram
considerados baixos na curva do PVS3 em todos os tempos testados, inclusive no tratamento
de 15 minutos. Isso pode ser compreendido pela alta concentracdo de sacarose presente nesta

solugéo, visto que enquanto o PVVS2 apresenta 13,7% de sacarose o PVS3 apresenta 50%, o
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que corresponde a 1,5 M de sacarose, concentracdo considerada toxica para E. grandis X E.
urophylla, segundo o trabalho de Kaya et al. (2013).

Em Cleome rosea, uma espécie herbacea brasileira, a criopreservacdo de apices
caulinares apresentou sucesso quando se utilizou tanto PVS2 quanto PVS3 como
crioprotetores, alcancando taxas de sobrevivéncia de 97% para PVS2 e de 70% para PVS3
(CORDEIRO et al., 2015).

De um modo geral o PVS2 também foi melhor que o VSL neste trabalho. A solucéo
crioprotetora VSL contém em sua composi¢do cloreto de calcio (CaCl,), composto quimico
adicionado a solugdo com o intuito de fornecer maior estabilidade e integridade das
membranas no processo de congelamento e descongelamento das células vegetais (SUZUKI
et al., 2008). Porém neste trabalho, a adicdo do CaCl, ndo resultou em efeitos benéficos para
0s apices criopreservados.

O tempo de incubacdo que o explante permanece em contato com a solucdo de
vitrificagdo também deve ser levado em consideracdo, sendo necessario determina-lo
precisamente a fim de encontrar um balango correto entre a toxidez da solucdo e o nivel de
crioprotecdo necessario para reduzir a formacdo de cristais de gelo nos tecidos
criopreservados (VUJOVIC et al., 2011). Neste estudo foi observado que o aumento do tempo
de exposicdo ao crioprotetor diminuiu drasticamente a sobrevivéncia dos apices apos a
criopreservacdo, mostrando o efeito toxico que 0s componentes dos crioprotetores podem
causar aos tecidos submetidos a eles.

Kaya et al. (2013) ao testarem 15, 30, 45 e 60 minutos de incubacdo em PVS2 em 5
linhagens de eucalipto observaram que 60 minutos de exposicdo a este crioprotetor apresentou
os melhores resultados, com 43 a 83% de sobrevivéncia dos apices apds a criopreservacao.
Estes valores, segundo os autores, estdo acima do padrdo minimo estabelecido por eles em
laboratério como sendo seguro para o estabelecimento de bancos de genes, que é de 40% de
sobrevivéncia.

Além do tempo de exposicdo foi visto que a temperatura em que 0s explantes séo
expostos ao PVS2 pode influenciar muito na taxa de recuperacdo depois da criopreservacao.
Meristemas de wassabi (Wasabia japonic) a 0°C toleraram a exposi¢cdo ao PVS2 até 50 min,
apresentando uma alta taxa de recuperacdo de brotos depois da criopreservagdo, enquanto a
25°C a taxa de recuperacao de brotos caiu drasticamente depois de 10 minutos de exposi¢do
ao PVS2 (MATSUMOTO; SAKAI; YAMADA, 1994). Em temperaturas baixas a mobilidade

molecular é reduzida e a penetracdo dos crioprotetores pelas membranas € mais lenta, o que
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pode ocasionar em um menor efeito tdxico. Além disso, temperaturas mais baixas previnem
uma desidratacdo excessiva das células (VOLK et al., 2006).

Em relacdo ao método criogénico, a droplet-vitrification apresentou 30% de
sobrevivéncia nos tratamentos de 15 e 30 minutos dos apices criopreservados, sendo esta a
maior porcentagem de sobrevivéncia apresentada pelos apices que foram criopreservados. Ja
na crioplaca ndo houve regeneracdo dos apices em nenhum dos trés tratamentos (15, 30 e 60
minutos) depois da criopreservacdo. Apesar da sobrevivéncia de 30% apresentada pelo
método droplet-vitrification a porcentagem de regeneragdo neste método em ambos 0s
tratamentos de 15 e 30 minutos foi de apenas 10%. Ao contrario do presente estudo, em dois
diferentes genétipos de cereja (Prunus cerasifera Ehrh. e Prunus domestica L.) as
porcentagens de regeneracdo dos explantes criopreservados pelo método V-crioplaca foram
mais que o dobro daquele alcancado com o método droplet-vitrification (VUJOVIC et al.,
2011; VUJOVIC et al., 2015).

Salma et al. (2014) ao compararem os métodos droplet-vitrification e D-crioplaca na
criopreservacdo de duas variedades de Phoenix dactylifera observaram que na variedade
Sultany a porcentagem de regeneracdo foi maior na droplet-vitrification, com 84% quando
comparada a D-crioplaca, que apresentou uma regeneracdo de 47,5%. Segundo estes autores a
matriz de alginato de sodio, que encapsula os explantes, diminui a desidratacdo causada pela
exposicdo a LS (loading solution) em comparagdo com 0s explantes que estdo em contato
direto com a LS no método da droplet-vitrification. Tendo em conta que no experimento 1
deste trabalho ndo foi utilizado LS, podemos inferir que a matriz de alginato possa ter
diminuido a penetracdo do crioprotetor no interior das células, levando a uma protecdo
ineficiente do crioprotetor as células a serem criopreservadas.

O método droplet-vitrification também foi aplicado com sucesso em espécies de
Citrus, proporcionando uma recuperacdo de até 100% para apices caulinares de Citrus medica
(VOLK et al., 2017). Santos et al. (2015) utilizaram a droplet-vitrification na criopreservacao
de Harconia speciosa e alcancaram uma recuperacdo dos apices proxima a 90%. Em Fagus
sylvatica, eixos embridnicos criopreservados apresentaram sobrevivéncia de 70% (NUC;
MARSZALEK; PUKACKI, 2016).

Em eucalipto a droplet-vitrification resultou melhor resposta ao ser comparada com o
método encapsulation-dehydration. Enquanto uma linhagem de E. grandis X E. urophylla
apresentou uma sobrevivéncia de 58% ao ser criopreservada por meio do método droplet-

vitrification, a mesma linhagem ao ser criopreservada pelo método encapsulation-dehydration
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ndo obteve sucesso, sendo que nenhum explante sobreviveu depois da criopreservacéo
(KAYA et al., 2013).

Em relacdo ao experimento 2, os resultados mostraram claramente que a idade
interferiu na sobrevivéncia dos apices apos a criopreservacdo, visto que aqueles que vieram de
brotagdes com 20 dias apresentaram uma porcentagem de regeneracdo de 48%, valor este
acima do considerado seguro para o estabelecimento de um banco criogénico (UCHENDU;
REED, 2008), enquanto os provenientes de brotacbes com 3 anos ndo apresentaram nenhuma
regeneracao.

A escolha do material € um passo muito importante no processo de criopreservacao. O
material selecionado deve ser 0 mais jovem e meristematico possivel. As células deste tipo de
material provavelmente sdo mais tolerantes ao congelamento por serem pequenas, possuirem
vacuolos pequenos e em pequenos numeros (contendo, portanto pouca agua), além de
aprensentarem um citoplasma denso e a relagdo nudcleo-citoplasma ser alta (ENGELMANN,
1991; KULUS; ZALESKA, 2014). Para Andrade (2002), a fonte de explante & muito
importante no sucesso da regeneracdo in vitro, isto porque a capacidade de regeneracdo
depende da maturidade, estadio fisiologico e do tecido que seré utilizado.

Para Popova et al. (2010), a idade ideal para a criopreservacao de apices caulinares €
de 2 semanas. Apices caulinares de plantas mais velhas s&o mais dificeis de isolar devido o
maior niumero de folhas cobrindo estes apices, fato este observado no presente estudo. Porém,
em Colocasia esculenta L. Schott, plantas mde com 2-3 meses de idade foram consideradas

como melhor opcéo para a criopreservacdo (TAKAGI et al., 1997).
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5 CONCLUSOES

Para o hibrido E. grandis x E. urophylla, os parametros otimizados de meio de pré-
cultivo, tipo de crioprotetor, tempo de exposicao a ele e método criogénico nao apresentaram
porcentagem de sobrevivéncia considerada como ideal para o estabelecimento de um banco
criogénico.

Para E. grandis foi observado que a idade dos explantes tem influéncia no resultado
final da criopreservagdo. Plantas com 20 dias apresentaram 48% de sobrevivéncia apés a

criopreservacédo e plantas com 3 anos apresentaram auséncia de sobrevivéncia.
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