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Resumo

COPATTI, Andrio Spiller. Criopreservacéao de cultivares de amoreira-preta. Tese
(Doutorado) — Programa de P6s-Graduacao em Agronomia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, RS, Brasil, 2021

A amoreira-preta pertence ao género Rubus e a familia Rosaceae e seus frutos séo
apreciados em todo o mundo. A propagacdao por estacas de raiz, rebentos ou hastes
novas apresenta como desvantagens como a disseminacéo de pragas e doencas,
além do alto custo de manutencédo dos campos e da mao-de-obra. A Embrapa Clima
Temperado, Pelotas-RS, é detentora da maior cole¢éo ex situ da cultura no Brasil. A
conservacdo de gendtipos, porém, para ser efetiva, passa atualmente pelo
desenvolvimento de estratégias biotecnologicas que possam contornar problemas
como doencas e danos ambientais, capazes de afetar materiais conservados por
outros métodos. Nesse cendrio, emerge a criopreservacao que, além de proporcionar
vantagens como eliminacdo de danos genéticos, diminuicdo da necessidade de
avaliacOes periddicas e controle da viabilidade, proporciona a preservacdo de
colec@es por longos periodos com segurancga, baixo custo de manutencao e utilizando
pequenos espacos. Os criobancos auxiliam os programas de melhoramento genético
e 0 setor produtivo na manutencao e disponibilizacdo de gendtipos. Protocolos de
criopreservacao para o género Rubus ja sdo descritos em outros paises; entretanto,
a transferéncia de tecnologia ou a repetibilidade em laboratorios distintos é um desafio
a ser enfrentado. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi estudar protocolos de
criopreservacao e aperfeicoar técnicas de resfriamento para diferentes genaétipos de
amoreira-preta. Foram realizados ensaios testando e adequando metodologias de
preparo e procedimentos para encapsulamento-desidratacdo e vitrificacao de tecidos
vegetais. Inicialmente, foram utilizados os mais novos lancamentos da Embrapa (‘BRS
Xingu’ e ‘BRS Caingua’) e em um segundo momento adicionaram-se outros materiais
(‘Tupy’ e ‘Comanche’). A esses genétipos aplicaram-se testes preliminares de
composicdo das capsulas de alginato e do meio de regeneracédo, desidratacdo da
matriz de alginato, exposicdo aos crioprotetores e pré-condicionamento; foram
também realizados ensaios com as técnicas de encapsulamento-desidratacdo e
vitrificacdo com aplicacdo de metodologias de resfriamento lento e ultrarrapido,
totalizando onze ensaios aqui apresentados. Os experimentos foram conduzidos
adotando-se o delineamento inteiramente ao acaso. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia através do teste F (p<0,05). Constatando-se significancia
estatistica, os dados foram comparados por testes de probabilidade e regressfes
polinomiais conforme a necessidade. Os testes preliminares apresentaram bons
resultados, obtendo-se até 95% de sobrevivéncia nos experimentos em que foram
testados a composicdo da cipsula e o meio de regeneracao; porém, a imersao em
nitrogénio liquido ocasionou necrose na maior parte do material, obtendo-se 12% de
sobrevivéncia dos explantes encapsulados. Nos ensaios com a técnica de vitrificacéo
e com a aplicagcdo de pré-condicionamento com variagdo térmica dia/noite e
crioprotetor PVS2, quando os tratamentos foram realizados em baixa temperatura,
bons resultados foram observados, com sobrevivéncia de 43, 55, 55 e 63% para as
cultivares ‘BRS Xingu’, ‘BRS Caingud’, ‘Tupy’ e ‘Comanche’, respectivamente.
Melhorias nos processos pré-criopreservagdo podem ser realizadas, como o tempo
de desidratacdo do conjunto capsula explante, a composi¢cao da capsula e do meio de



regeneracdo nos trabalhos de encapsulamento-desidratacdo. As técnicas de
vitrificagc&o, por sua vez, apresentaram bons resultados de sobrevivéncia, porém com
a formacéo de calos.

Palavras-chave: Rubus, conservacdo de germoplasma, amora-preta,
encapsulamento-desidratacao, vitrificacao.



Abstract

COPATTI, Andrio Spiller. Cryopreservation of blackberry cultivars. (Doctoral thesis) —
Graduate Program in Agronomy. Federal University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil,
2021.

The blackberry belongs to the Rubus genus and the Rosaceae family and its fruits are
appreciated all over the world. Propagation by root cuttings, shoots or new stalks has
disadvantages of spreading pests and diseases, in addition to the high cost of
maintaining the fields and of labor. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, holds the
largest ex situ collection of this culture in Brazil. The conservation of genetic materials,
however, to be effective, requires the development of biotechnological strategies that
can overcome problems such as diseases and environmental damage capable of
affecting materials preserved by other methods. In this scenario, cryopreservation
emerges because, in addition to providing advantages such as the elimination of
genetic damage, reducing the need for periodic assessments and control of viability,
provides the preservation of collections for long periods with safety, low maintenance
costs and using small spaces. Cryobanks help the genetic breeding programs and the
productive sector in the maintenance and availability of genotypes. Cryopreservation
protocols for the Rubus genus are already described in other countries; however,
trasnfer of technology or repeatability in different laboratories is a challenge to be
faced. Therefore, the objective of this work was to study cryopreservation protocols
and improve freezing techniques for different blackberry genotypes. Tests were carried
out, testing and adapting preparation methodologies and procedures for
encapsulation-dehydration and vitrification of plant tissues. Initially, Embrapa’s newest
releases (‘BRS Xingu’ and ‘BRS Caingud’) were used, and in a second moment, other
materials (‘Tupy’ and ‘Comanche’) were added. These genotypes were subjected to
preliminary tests of composition of alginate capsules and regeneration medium,
dehydration of the alginate matrix, exposure to cryoprotectants and preconditioning;
tests were also carried out with encapsulation-dehydration and vitrification techniques
with the application of slow and ultra-fast freezing methodologies, totaling eleven tests
presented here. The experiments were conducted using a completely randomized
design. Data were subjected to analysis of variance using the F test (p<0.05). Finding
statistical significance, the data were compared by probability tests and polynomial
regressions as needed. Preliminary tests showed good results, obtaining up to 95%
survival in experiments in which the composition of the capsule and the regeneration
medium were tested; however, immersion in liquid nitrogen caused necrosis in most of
the material, resulting in 12% survival of the encapsulated explants. In the tests with
the vitrification technique and with the application of preconditioning with day/night
thermal variation and PVS2 cryoprotectant, when the treatments were carried out at
low temperature, good results were observed, with survival of 45, 60, 56 and 63%
cultivars ‘BRS Xingu’, ‘BRS Caingud’, ‘Tupy’ and ‘Comanche’, respectively.
Improvements in pre-cryopreservation processes can be made, such as the
dehydration time of the explant capsule set, the composition of the capsule and the
regeneration medium in the encapsulation-dehydration work. The vitrification
techniques, in turn, showed good survival results, but with calluses formation.

Keywords: Rubus, germplasm conservation, blackberry, encapsulation-dehydration,
vitrification.
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Introducao

A amora-preta, juntamente com a framboesa, pertencentes ao género Rubus e
a familia Rosaceae, fazem parte do complexo das pequenas frutas muito apreciadas
em todo o mundo. Comercialmente sdo, em sua maioria, um complexo de espécies
(hibridos) (FINN; CLARK, 2012). No Brasil, o estado do Rio Grande do Sul se destaca
como o maior produtor, onde se estima que a producéo foi de 2.350toneladas em na
safra 2017-2018, uma reducédo de 17 toneladas se comparada a safra anterior
(2016/17) (PALUDO, 2018).

Os frutos sdo muito nutritivos e possuem propriedades nutracéuticas que
auxiliam no combate aos radicais livres. Diversos estudos fitoquimicos e
farmacolégicos demonstraram que espécies de Rubus exercem efeitos
gastroprotetores, antimicrobianos e citotoxicos (NAM et al., 2006; TOLENTINO, et al.,
2015; SCHULZ et al., 2019). As propriedades nutracéuticas dos frutos sao atribuidas
a alta concentracdo de acido elagico (Ci14HesOs), que possui funcdo antioxidante,
antimutagénica e anticancerigena (VIZZOTTO et al.,, 2012); e de substancias
fendlicas, flavondides, aminoacidos, acido ascorbico (CROGE et al., 2019) e
terpendides, que exibem importantes atividades antibacterianas e antinociceptivas
(PITTARELLO et al., 2019; OSZMIANSKI et al., 2015; SCHULZ et al., 2019).

As frutas podem ser consumidas tanto in natura quanto em preparos culinarios
(KUHLMANN, 2012). Destacam-se por sua coloracao, sabor e aroma (MARO et al.,
2014; SCHULZ et al., 2019; SIRIWOHARN et al., 2019;), despertando elevado
interesse nas espécies do género Rubus (CARPANEZZI; ZANONA; VOLTZ, 2019).

A pesquisa com amoreiras-pretas iniciou-se no Brasil na década de 1970, com
a introducédo de cultivares procedentes da Universidade de Arkansas no Centro de
Pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado (CPACT) da Embrapa em Pelotas, no
Rio Grande do Sul. A cultivar ‘Tupy’, lancada pelo programa em 1988, é a de maior
area plantada no Brasil e uma das mais cultivadas no mundo (RASEIRA et al., 2021).

Tradicionalmente, a cultura era propagada por estacas de raiz, rebentos e
hastes novas, que apresentam a desvantagem de elevado indice de disseminacéo de
pragas e doencas. Por isso, desde a década de 80, visando contornar este problema,

o Laboratorio de Cultura de Tecidos (LCT) da Embrapa Clima Temperado iniciou a
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aplicacao de técnicas de micropropagacédo, como cultura de meristemas ou apices
caulinares, o que proporciona a obtencdo de mudas de elevada qualidade
fitossanitéria para o programa de melhoramento genético (DUTRA et al., 2010).

Além da obtencdo de mudas sadias, o LCT também realiza a conservagéo de
parte do germoplasma de interesse de amoreira-preta. Porém, o simples cultivo in
vitro destes materiais demanda mao-de-obra especializada para a realizacdo de
subcultivos frequentes e, ainda assim, ha a possibilidade de contaminacdes e variagéo
somaclonal e elevado custo com pessoal, equipamentos e material de consumo. Com
isso, esforcos vém sendo realizados para melhorar e ampliar a conservacgao in vitro,
como o uso de reguladores osmaticos adicionados ao meio de cultura em condi¢cbes
normais de sala de crescimento in vitro visando o crescimento lento. Esta técnica,
entretanto, foi avaliada para apenas duas cultivares por 10 meses e demanda
manutencdo no meédio prazo (FORMOSO, 2016).

A ferramenta biotecnoldgica mais importante de conservacao genética a longo
prazo, é a criopreservacao, pois pode contornar problemas como doencas e danos
ambientais capazes de afetar materiais conservados por outros métodos ex situ. A
conservagao em longo prazo proporciona vantagens como reducédo ou eliminacao de
danos genéticos, diminuicdo da necessidade de avaliacdes periddicas e controle da
viabilidade, proporcionando a preservacdo de colecdes por longos periodos, com
seguranca, baixo custo de manutencéo e o armazenamento em pequenos volumes.

O banco de germoplasma do USDA, nos Estados Unidos, por exemplo, utiliza
a conservacao de material propagativo em nitrogénio liquido (-196 °C) para espécies
de Rubus (REED, 2004). Neste tipo de sistema, o metabolismo das plantas é reduzido
a um nivel tdo baixo que se considera paralisado. Por isso, uma vez tendo um
protocolo estabelecido, a conservacdo pode se dar por um tempo indefinido,
garantindo também a seguranca genética do material.

Neste sentido, os objetivos deste trabalho foram avancar no conhecimento dos
protocolos de criopreservacao; aperfeicoar técnicas de resfriamento para diferentes
genotipos de amoreira-preta; ajustar e introduzir métodos de criopreservacdo nas
rotinas do Laboratério de Culturas de Tecidos (LCT) da Embrapa Clima Temperado;
realizar ensaios de pré-condicionamento, preparo e protocolos para encapsulamento-
desidratacéo e vitrificacdo de tecidos vegetais do género Rubus pertencentes ao
banco de germoplasma da Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, que € a detentora

da maior colecao da cultura no Brasil; auxiliar no desenvolvimento de estratégias para
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a manutencdo, conservacdo e disponibilizacdo de genitores de elevado potencial
produtivo, genético e sanitario e em apoio aos programas de melhoramento genético

e ao setor produtivo.
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2 Taxonomia

A familia Rosaceae apresenta um grupo complexo de plantas que crescem em
todas as partes do mundo. O género Rubus L. consiste em 250-700 espécies e ocorre
em todos os continentes, exceto na Antéartica (ALICE et al., 2014). A maioria das
espécies estao distribuidas em regides temperadas e subtropicais do hemisfério norte
(LU, 1983; LU; BOUFORD, 2003), exceto por uma fracdo das espécies no hemisfério
sul (RASEIRA et al., 2004; HUANG; HU, 2009; YIH; MING, 2009).

No Brasil, encontram-se poucas espécies nativas da familia Rosaceae (7
géneros e cerca de 25 espécies), limitacdo essa decorrente da maior adaptabilidade
das plantas a regides de clima temperado (CARPANEZZI; ZANONA; VOLTZ, 2019).

2.1 Morfologia e fisiologia do género Rubus

Morfologicamente, o género Rubus exibe enorme diversidade, com espécies
variando de arbustos lenhosos, semi-lenhosos, eretos ou trepadeiras até subarbustos
perenes andes rastejantes (ALICE; CAMPBELL,1999; LU; BOUFORD, 2003).

A caracterizacdo de espécies neste género € considerada por alguns
pesquisadores como desafiadora taxonomicamente devido a agamospermia,
poliploidia e hibridizagdo (RICHARDS et al., 1996; WEBER, 1996; ALICE;
CAMPBELL, 1999; ALICE; DODSON; SUTHERLAND, 2008). O unico estudo
taxondmico global de Rubus foi descrito por FOCKE (1910, 1911, 1914; apud
XIAN-HUA et al., 2019), com base em caracteres morfologicos, dividindo o género em
12 subgéneros: subg. Anoplobatus, Chamaebatus, Chamaemorus, Comaropsis,
Cylactis, Dalibarda, Dalibardastrum, Idaeobatus, Lampobatus, Malachobatus,
Orobatus e Rubus (= Eubatus).

Os trés maiores subgéneros séo ldaeobatus, Malachobatus e Rubus. Os dois
primeiros estdo principalmente distribuidos na Asia (especialmente na China),
enquanto o subgénero Rubus esta disperso na Europa e América do Norte (LU, 1983).

Na América do Norte, o género Rubus foi estudado principalmente por Bailey
(1941-1945 apud XIAN-HUA et al., 2019), que os dividiu em seis subgéneros, e por

Alice et al. (2014). Na Europa, as espécies do subgénero Rubus foram estudadas
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principalmente por Huber (1961), Heslop-Harrison (1968) e Weber (1996); na China,
por sua vez, Idaeobatus e Malachobatus foram estudados e classificados em detalhes
por Lu; Yu (1985) e Lu; Bouford (2003) (apud XIAN-HUA et al., 2019).

2.2 Producao e comercializagéo

As cultivares comerciais sdo, em sua maioria, um complexo de espécies (FINN;
CLARK, 2012). Embora considerada minor crop, a area plantada com amoreira-preta
tem crescido significativamente (CLARK; FINN, 2014) e, como consequéncia, 0 seu
consumo também tem aumentado, principalmente nos Estados Unidos (SALGADO,
2016).

O Brasil destaca-se como potencial grande produtor, em fungéo das condi¢cbes
edafocliméticas favoraveis a amoreira-preta torna-se 6tima opcéo para diversificacao
da producdo agricola. Nos ultimos anos houve um constante avan¢o do cultivo de
espécies de Rubus no Brasil, com um crescimento consideravel em area plantada,
principalmente na regido sul do pais, que apresenta caracteristicas climaticas
favoraveis para o cultivo (ANTUNES et al., 2014).

Os principais estados produtores sdo: Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana e Minas Gerais, sendo que no Rio Grande do Sul, no ano de 2018, a estimativa
de producéo foi de 2.350 toneladas em 239,2 ha (PALUDO, 2018). No Brasil, ‘Tupy’ €
a mais cultivada, sendo essa também a cultivar mais importante mundialmente em
areas de inverno ameno (VOLK et al., 2013).

Considerando que a cultura possui facilidade no manejo, associada a reduzida
utilizacdo de agroquimicos e rapido retorno do investimento, observa-se o crescente
interesse e curiosidade sobre o cultivo de espécies pertencentes ao género
(ANTUNES et al., 2006; FAGUNDES et al., 2017; SOUZA, 2018), além de tornar o
cultivo uma boa alternativa para a agricultura familiar (ANTUNES et al., 2006;
FAGUNDES et al., 2017).
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2.3 Importancia ecoldgica: Preservacédo e conservacao da biodiversidade

As espécies de Rubus tém papel de destaque na ecologia de formacgbes
naturais e na auto-reabilitacdo de areas degradadas, indicando sua importancia
ecologica nos ecossistemas (CARPANEZZI; ZANONA; VOLTZ, 2019).

Observando-se a tendéncia nos ultimos 100 anos, a perda da biodiversidade
vegetal vem se tornando uma questdo preocupante. Isto ocorre, entre outros fatores,
devido a elevada conversdo de areas de vegetacdo primaria para a exploragdo
agricola e a fragmentacdo de biomas juntamente com as mudancas climaticas
(HOOPER et al., 2012; MANTYKA-PRINGLE et al., 2012; VELLEND et al., 2017).

Os maiores riscos de condicdes climaticas extremas como secas e
tempestades sao eventos aos quais 0s biomas estdo expostos; apesar dos esfor¢os
para a conservacao da biodiversidade, a elevacdo da temperatura global aumenta a
taxa de renovacao de algumas espécies e diminui a area média de todas as espécies
(ALKEMADE; BAKKENES; EICKHOUT, 2011).

A preservagao de plantas deve ser uma prioridade. A perda da variabilidade
genética limita a capacidade das plantas de responder as mudancas climéticas e
favorece o aparecimento de novas pragas e doencas (ROQUE-BORDA et al., 2021).
Devido a atividade humana, a populacdo natural de Rubus humilifolius desapareceu
em 1957 das areas onde era encontrada (norte da Eurasia, desde o Lago Onega até
a costa do Oceano Pacifico). Ao longo dos anos, reintrodu¢cdes com material vegetal
foram realizadas, mas sem sucesso. Em 1986, um projeto de micropropagacéao foi
iniciado e uma reintroducdo bem-sucedida na natureza em Jyvaskyla, em uma area
de preservacdo na Finlandia (KYPARA; 2012 apud EDESI et al., 2020).

As plantas R. humulifolius da populacdo em Jyvaskyla sdo mantidas in vitro no
Jardim Botanico da Universidade de Oulu desde 2006 (20 plantulas, todas
representando um clone de R. humulifolius). Apesar da presenca desta populacao
reintroduzida, R. humulifolius foi classificada como regionalmente extinta (RE) e, mais
recentemente, como criticamente ameacada (CR) na Finlandia (HYVARINEN et al.,
2019).

A conservacdo ex situ pode ser usada como método complementar a
preservagcao in situ, através da implantacdo de colecbes de campo, banco de
sementes ou bancos ativos de germoplasmas (BAGs) in vitro dos materiais mais

vulneraveis de determinada espécie, protegendo o material genético e garantindo a
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manutencdo ao longo do tempo em condi¢des viaveis (LI; PRITCHARD, 2009;
ROQUE-BORDA et al.,, 2021). Entretanto, a implantacdo, desenvolvimento e
manutencdo destes espacos (repositérios de campos clonais, jardins botéanicos,
bancos de sementes e colecdes in vitro), apresentam um elevado custo, visto que sao
estruturas que demandam mao-de-obra especializada constantemente (AMANO et
al., 2020).

2.4  Melhoramento genético da amoreira-preta no Brasil

No Brasil, o melhoramento genético da amoreira-preta teve inicio no final da
década de 70 (1978) a partir de uma colaboracdo com a Universidade de Arkansas
(EUA). Posteriormente, foram introduzidos materiais provenientes do Uruguai e polen
e sementes do USDA (Oregon) e da Universidade de Arkansas (RASEIRA et al.,
2021).

Desde o inicio dos trabalhos, o programa de melhoramento genético da
amoreira-preta da Embrapa Clima Temperado focou seus esfor¢cos na busca por
materiais adaptados as condi¢cBes climaticas do sul do Brasil. Os esforcos realizados
tiveram como objetivos a busca por cultivares com baixas necessidades de frio
hibernal, boa resisténcia a doencgas, producéo de frutos de elevada firmeza e de bom
tamanho, com boa conservagéo pos-colheita (RASEIRA et al., 2021).

Como resultado dessa colaboracdo, surgiram as primeiras -cultivares
desenvolvidas pela Embrapa: Ebano em 1981, Negrita em 1983 (atualmente
obsoleta), ‘Tupy’ e Guarani em 1988, Caingangue em 1992, Xavante em 2004, ‘BRS
Xingu’ em 2015 (RASEIRA; FRANZON; SCARANARI, 2018) e, mais recentemente,
‘BRS Caingua’ (2018) (RASEIRA et al., 2020).

A cultivar de maior adocédo e impacto comercial derivada deste programa é a
‘Tupy', que é a cultivar de maior area plantada no Brasil e uma das mais plantadas no
mundo, devido principalmente a sua capacidade de adaptacdo em condi¢cdes de
inverno ameno, a qualidade das frutas e a produtividade. Adicionalmente a isso, a
cultivar tem relativa facilidade em ser manejada em regifes subtropicais em sistema
de producéo forcada (VOLK et al., 2013; RASEIRA et al., 2021).
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2.5 Cultivo in vitro

O cultivo in vitro consiste em um conjunto de diferentes técnicas que se
apresentam como uma alternativa para a propagacdo de espécies de plantas,
possibilitando a preservacao e a reproducado das caracteristicas desejaveis da planta
matriz. Consiste em diversas técnicas que permitem, por exemplo, a propagacéo de
espécies com dificuldade de germinagcdo ou que ndo produzem descendentes de
forma sexuada; a producdo massal ou, ainda, a inclusdo de espécies em bancos de
germoplasma, aumentando assim a facilidade de troca de material genético entre
instituicbes de pesquisa (PINHAL et al., 2011; KELLER et al., 2013; JUNGHANS;
SOUZA, 2018, DIAS et al., 2014).

Os estudos sobre a propagacéao in vitro de espécies de Rubus na Embrapa
Clima Temperado comecaram na década de 1970 (SNIR, 2011). Os principais
esforgcos foram focados em framboesa (R. idaeus L.), amoreira-preta (Rubus sp.) e
hibridos entre elas. O cultivo in vitro facilita a producéo uniforme e reduz o tempo de
propagacédo, ndo dependendo das condicdes climaticas e sendo especialmente Uutil
em espécies que apresentam sementes recalcitrantes, as quais rapidamente perdem
sua viabilidade (KELLER, et al., 2013; ISMAINI; DESTRI; SURYA, 2017).

A micropropagacao traz o beneficio de se multiplicar genétipos superiores,
permitindo a producdo de mudas idénticas as plantas-matrizes, alcancando
uniformidade em relacdo as suas caracteristicas genéticas, facilitando os tratos
culturais e aumentando assim a producédo (DUTRA et al., 2010). Além disso, quando
se realiza a limpeza clonal, a partir da introducao de meristemas ou utilizando técnicas
de termo ou crioterapia, o cultivo in vitro permite a manutencdo e propagacao de
plantas isentas de viroses.

O cultivo in vitro da amoreira-preta na Embrapa Clima Temperado € utilizado
desde 1988, sendo um método para manutencdo da colecdo de trabalho e para a
clonagem dos materiais de interesse, producdo de mudas para intercambio com
outras instituicdes e, principalmente, buscando a limpeza virética do material vegetal
de interesse da instituicdo. Atualmente vérias cultivares e sele¢bes de interesse séo
mantidas in vitro prontamente disponiveis ao programa de melhoramento genético da
Embrapa Clima Temperado, a projetos de pesquisa e a conservacao dos genotipos

de interesse.
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2.6 Reguladores de crescimento vegetais

O sucesso da cultura de tecidos depende de varios fatores, tais como: o
equilibrio na utilizacdo de reguladores de crescimento, disponibilidade de nutrientes,
além de fotoperiodo, qualidade de luz e temperatura (PINHAL et al., 2011). A utilizac&o
de reguladores de crescimento junto ao meio de cultura € um dos principais fatores
que contribuem para a inducdo do crescimento e multiplicagdo das plantas. A
concentracédo ideal de citocinina, por exemplo, apresenta efeitos positivos na inducao
de brotacfes de Rubus; no entanto, se em excesso, esse regulador pode acarretar
problemas de hiperidricidade, inibicdo do alongamento dos brotos e calogénese em
plantas de amoreiras (HUNKOVA; LIBIAKOVA; GAJDOSOVA, 2016).

O uso de reguladores de crescimento vegetais € comum em cultura de tecidos,
as concentracfes sdo alteradas de acordo com a demanda da cultura ou fase de
cultivo. Na etapa de multiplicacdo, por exemplo, um estudo de Oliveira; Nino (2007),
estudando sete cultivares de amoreira-preta: Brazos, Cherokee, ‘Comanche’, Ebano,
Guarani, ‘Tupy’ e Xavante, obtiveram diferentes respostas de acordo com a cultivar,
sendo que o numero estimado de plantas produzidas, apds 6 subcultivos de 40 dias,
foi de 16.335 para 'Brazos', 24.211 para 'Cherokee’, 19.778 para ‘Comanche’, 106.550
para 'Ebano’, 14.275 para 'Guarani', 34.022 para "“Tupy’ e 24.651 para 'Xavante'.

Na intencdo de se aumentar o numero de brotagBes na cultivar Chester
Thornless, Kefayeti; Kafkas; Ercisl, (2019), propuseram a adigdo de 8,8 ymol L' BAP
(6-benzilaminopurina) + 0,9 ymol Lt AIB (acido indolbutirico) ao meio de cultura.
Enquanto para a cultivar Ebano apenas 4,4 umol L1 de BAP e meio MS (acrescido
com sais em mais 50%) sdo necessarios para se aumentar a producéo de brotacfes
(VILLA et al., 2005), no entanto, para ‘Xavante’ a maior taxa de brotacao foi alcangada
em meio MS suplementado com 15 uymol L'* de BAP (LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH,
2010).

Para a amoreira-preta ‘BRS Xingu’, a concentragéo de 5 ymol L* de BAP foi
efetiva, apresentando também o aumento no numero das brotagbes entre os
sucessivos subcultivos (SCHIEHLA; FRANCA; BIASI, 2019).
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2.7 Unidades encapsulaveis

A biotecnologia tem fornecido diversas opg¢Oes de preservacdo da
biodiversidade, como técnicas de cultivo in vitro e producédo de sementes sintéticas ou
unidades encapsulaveis, que consiste em encapsular embrides somaticos, apices
caulinares ou gemas axilares (CID, 2004; ENGELMANN, 2011). O encapsulamento
de embribes somaticos em capsulas de hidrogel para a constituicio de sementes
sintéticas foi proposto por Redenbaugh et al. (1986) e tem como vantagens principais
a protecao dos embrides somaticos, o facil armazenamento, transporte e conversao
em plantas (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

O sucesso da propagacdo através de unidades encapsulaveis é altamente
influenciado pela composicdo utilizada na formacdo da capsula. A capsula é a
responsavel pela protecdo e a disponibilizacdo de nutrientes para o explante. A
disponibilizagdo de nutrientes pela capsula facilita o crescimento e sobrevivéncia do
explante e possibilita sua germinacao (SINGH et al., 2010).

Apesar de todo o potencial da técnica, sao relativamente poucos os estudos
acerca do tipo de explante, constituicdo e consisténcia da capsula, condi¢cdes de
cultivo e armazenamento das unidades encapsulaveis. Em geral, as pesquisas sobre
encapsulamento envolvem o emprego de embrides sométicos como fonte de
explantes (CASTILLO et al., 1998; ARA; JAISWAL; JAISWAL, 1999).

2.8 Criopreservacao

A criopreservacéo é um método de conservacéo genética a longo prazo. E uma
importante ferramenta de armazenamento desenvolvida ha poucas décadas e
amplamente utilizada em bancos de germoplasmas atuais, por exemplo: NCGRP —
USDA, nos Estados Unidos; EMBRAPA, no Brasil; CIAT, na Colombia; CRI, na
Republica Tcheca; InHort, na Polonia; NARO, NIAS, NCSS, no Japéo, dentre outros
(REED, 2004; RUTA; LABARDI; OZUDOGRU, 2020).

A criopreservacdo se destaca como um método onde a possibilidade de
preservacao e conservacao de germoplasma de interesse € possivel mesmo para
espécies que ndo podem ser armazenadas em bancos de sementes, como culturas

clonais, espécies com baixo niumero de sementes ou recalcitrantes.
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Apesar de exigir operador treinado e materiais especificos, os esforcos de
manutencdo sao minimos e permitem o armazenamento e sobrevivéncia dos
germoplasmas por periodos muito longos. A Tabela 1 traz uma lista de culturas de

interesse ja criopreservadas.
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Tabela 1 — Culturas de interesse agronémico em que protocolos de criopreservacao demonstraram

eficiéncia na preservagéo e regeneragdo. COPATTI (2021).

Material Biolégico Explante S(R) % Referéncia
Vitrificagao
':lzl;unmcsvétgg& Galiang- Apices caulinares (gég) LIU et al. (2017)
Solanum tuberosum (28 Apices caulinares (até 54) KOPNICK et al.
genaotipos) (2018)
Vitis spp. (uva) Meristema (ate MATSUMOTO e
' 86,7) SAKAI (2003)
Fragaria (morango) Apices caulinares 93 NIINO et al. (2003)
Droplet-vitrification
:?\_Illum gep,a Kverve Apices caulinares (45-70) WANG et al. (2019)
unteviga
Helianthus tuberosus ‘M6’ Apices caulinares 98(83) ZHANG et al.
‘Relikt’ ‘Shudi’ ‘Stampede’ (2017)
Oxalis tuberosa e Ullucus Apices caulinares 15 e 35 SANCHEZ et al.
tuberosus (2011)
S. tuberosum ‘Agrie ) 17 1-
dzeltenie’ ‘Anti’ ‘Bintje’ Apices caulinares ' EDESI et al. (2014)
(A it o , 52,6
Désirée’ ‘Maret
Encapsulamento-vitrificacéo
S. tuberosum ‘Blue Congo’ Gemas (40-80) LI et al. (2017)
‘E03-267" '
Fragaria (4 cultivares) Meristema (95) HIRAI et al. (1998)

Encapsulamento-desidratacéo

Asparagus officinalis . CARMOMA-
. e Gemas de rizoma 34,5-84 MARTIN et al.
Morado de huétor
(2018)
- - < . : (Até  BACHIRI et al.
Actinidia spp. e hibridos Apices culinares 95) (2001)
Ribes spp. Apices caulinares (g\ztf REED et al. (2005)
Rubus (18 gendtipos
amoreira-preta e Apices caulinares Até 100 GUPTA e REED
: (2006)
framboeseira)
Crioplaca
. Apices caulinares (2,5 TANAKA et al.
Allium spp. mm) 94 (2021)
, : Apices caulinares YAMAMOTO et al.
S. tuberosum ‘Sayaka (0,5-1,5 mm) 93,3 (2015)

S(R): Sobrevivéncia (Recuperacéo).

Em espécies em que ha um dominio do condicionamento do material vegetal,

a criopreservacdo pode contornar problemas como doencas e danos ambientais

capazes de afetar materiais conservados por outros métodos; além disso, apresenta

vantagens como a viabilidade e a integridade genéticas do material vegetal por um
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longo periodo. O material € armazenado em pequenos volumes e pode permanecer
viavel por tempo ilimitado, reduzindo as avaliacdes periodicas (ENGELMANN, 2011;
PENCE, 2011; PRUDENTE; PAIVA, 2017).

Séo descritos dois métodos de criopreservacao:

No método classico, o resfriamento ocorre de forma lenta e controlada (0,1-2,0
°C min~ ') até —40 °C (ou menos frequentemente —20 °C); entdo, por imersdo em
nitrogénio liquido, faz-se um resfriamento rapido até a temperatura de criopreservagao
(-150 a -196 °C). As desvantagens deste método incluem a complexidade da
operacdo, o uso de equipamentos caros e sofisticados que controlam a taxa de
resfriamento e a formacéo de cristais de gelo em solucdes extracelulares, causando
perda de agua pelas células no chamado processo de desidratacao por congelamento
(KIM et al. 2004; WANG et al., 2014).

O método moderno de criopreservacdo é baseado em procedimentos de
vitrificacdo, onde a solidificacdo das solucbes e tecidos vegetais se da através do
processo de resfriamento ultrarrapido. E um processo fisico no qual uma solugdo
aquosa se solidifica em um sélido metaestavel amorfo; nesse estado, a formacéo de
cristais de gelo é minimizada ou inibida (VOLK; WALTERS; 2006; BEKHEET et al.,
2020; NADARAJAN et al., 2020).

Vitrificac&o € o processo que modifica a viscosidade de uma solugéo para evitar
a ocorréncia de nucleacdo! e a formacéao de cristais de gelo em baixas temperaturas
(WOWK, 2010). Essa técnica envolve uma prévia desidratacéo fisica ou osmatica dos
explantes. A remocdao total ou parcial da agua passivel de congelamento evita a
formacdo de cristais de gelo intracelular. Para atingir esse objetivo, as células
necessitam ser desidratadas artificialmente utilizando-se substancias crioprotetoras
(GONZALEZ-ARNAQO, et al., 2008; ENGELMANN, 2011).

A reducdo do teor de agua e osmoprotecéo dos explantes sdo necessarias para
se obter a viscosidade extrema dos solutos intra e extracelulares dos tecidos vegetais,
interrompendo, assim, todas as reacdes quimicas que requerem difusdo molecular,
permitindo a estabilidade e laténcia de explantes ao longo do tempo (COELHO, 2017,
KULUS, 2015; TANAKA; NIINO; UEMURA., 2018; ACOSTA et al., 2020). Para se

chegar a essa condicdo sao utilizados agentes crioprotetores (ACPS).

1 Nucleagédo: nucleagdo heterogénea ocorre em sistemas biologicos quando cristais de gelo sao
formados (cerca de -5 a —20 °C); o processo de nucleagdo homogénea (a menos de —40 °C) ocorre
quando este conjunto de moléculas se auto associam e formam gelo nucleado.
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Os ACPs, promovem o aumento da osmolaridade e reducéo da quantidade de
agua livre dos tecidos vegetais. S8o empregados dois grupos de crioprotetores
subdivididos de acordo com suas propriedades e funcionalidades, sendo
caracterizados como penetrantes e ndo penetrantes:

ACPs Penetrantes — compostos de baixo peso molecular (32-212) que
possuem a capacidade de permear a membrana celular, atuando essencialmente no
protoplasto, substituindo a &gua intracelular antes e durante o resfriamento,
diminuindo o ponto de congelamento e reduzindo a formagé&o e crescimento de cristais
de gelo (ELLIOTT; WANG; FULLER, 2017). ACPs penetrantes também trabalham
formando ligacdes de hidrogénio com moléculas biolégicas a medida em que as
moléculas de agua séo deslocadas. Os ACPs penetrantes mais comumente utilizados
séo o glicerol, dimetilsulféxido (DMSO) e 1,2-propanodiol (propilenoglicol) (TEIXEIRA,
GONZALEZ-BENITO; MOLINA-GARCIA, 2013).

ACPs néo penetrantes — sdo substancias de alto peso molecular, que néo
podem penetrar na célula ou entram nela com extrema dificuldade; formam ligacbes
de hidrogénio com a agua, reduzindo as forgas i6nicas fora da célula e diminuindo
moderadamente a formacéao de cristais de gelo. Promovem uma desidratacéo celular
rapida devido ao seu poder osmatico. Os ACPs néo penetrantes incluem carboidratos
como polissacarideos, sacarose e glicose sendo os mais usados, os acucares alcoois
(manitol, sorbitol). Sua méxima eficacia é alcancada quando esses sdo combinados
com ACPs penetrantes (WANG et al., 2000; BAHR et al., 2020).

2.8.1 Solugbes osmoprotetoras (SO)

SO sao obtidas pela mistura de ACPs penetrantes e ndo penetrantes. As
solucbes podem ter baixa ou moderada concentracdo. A solucdo mais comumente
utilizada foi descrita por Nishizawa et al. (1992) e é conhecida por LS (Loading Solution
— solucdo de carregamento). Essa solugdo € composta por glicerol
(2 mol L) e sacarose (0,4 mol L1). Além da LS, outras SO séo conhecidas, compostas
por sacarose, glicerol, DMSO e/ou etilenoglicol em varias concentracfes e

combinagdes, como demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Solu¢cdes Osmoprotetoras mais comumente utilizadas: adaptado de (ROQUE-BORDA et al.,
2021).

Composicéao (%; v/v)

Solugao DMSO Glicerol Sacarose
LS1 - 18,4 13,7
LS2 5 13,8 13,7
LS3 10 4,6 10,3
LS4 10 - 24

As LS possuem o papel de preparar biofisicamente os tecidos vegetais para o
estresse osmotico antes da severa desidratacao a qual serdo expostos com a adi¢ao
dos ACPs, expondo-os primeiramente a uma solucdo moderadamente concentrada
(KIM et al., 2009). A sacarose atua como um protetor da membrana citoplasmatica,
contra a desidratacdo causada pelo congelamento (PANIS et al., 2002). O glicerol
neutraliza o estresse osmdético, devido ao seu efeito permeavel mais lento, na
membrana celular, em comparagcdo com outros crioprotetores, permitindo que a agua
escape e desidrate parcialmente a célula (NADARAJAN et al., 2008; TEIXEIRA et al.,
2014). Pelos efeitos hipertdnicos conferidos, ou seja, a concentracéo externa € maior
que a do interior das células, ocasiona a saida da 4gua do vacuolo, fluindo em direcéo
ao meio hiperténico (osmose) desidratando as células e reduzindo seu tamanho.

2.8.2 Solucéo de vitrificacéo de planta — plant vitrification solution (PVS)

As PVS sao usadas em todas as técnicas modernas de criopreservacéao devido
as suas caracteristicas e aos seus efeitos protetores. Em baixas temperaturas, a
viscosidade das PSV aumenta, formando um estado vitreo amorfo sem que ocorra a
formacao de gelo (TEIXEIRA et al., 2014). Muitas varia¢cdes das PVS sao conhecidas,
como demonstra a Tabela 3. Os compostos da PVS modificam a temperatura de
transicdo para o estado vitreo, evitando a formacao de cristais de gelo intracelulares
(SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990).

Na maioria das PVSs o DMSO é utilizado como solvente devido a sua
bipolaridade, solubilidade em agua e ser aprotico (sem ligagdes O — H ou N — H), ndo
doando nem recebendo elétrons. Tem como principal efeito a capacidade de evitar o
acumulo excessivo de eletrélitos e outras substancias durante o processo de
resfriamento e, pelo seu baixo peso molecular, adentra a membrana celular,

modulando a estabilidade da bicamada fosfolipidica. A interagdo do DMSO com os
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fosfolipidios é mostrada como critica para a crioprotecdo da membrana
(SPEECKAERT; BORGES; GYPENS, 2019; WOHNHAAS et al., 2019).

Tabela 3 — Composicdo das principais solugfes de vitrificac@o: adaptado de (ROQUE-BORDA et al.,
2021).

Composicéao (%; v/v)

Solugao Sorbitol Etilenoglicol DMSO Polietilenoglicol Glicerol Sacarose
PVS1 9,1 15,0 7,0 15,0 22,0 -
PVS2 - 15,0 15,0 - 30,0 13,7
PVS3 - - - - 50,0 50,0
PVS4 - 20,0 - - 35,0 20,5

L-solution - 30,0 7,0 - 22,0 15,0
T-solution - 35,0 7,8 10,0 - -
W- 18,7 ; 44,5 i ; i
solution

O etilenoglicol (EG) € também utilizado como crioprotetor pois possui alto
coeficiente de permeabilidade celular. Ele age evitando a super-hidratagéo dos tecidos
apos o reaquecimento das amostras. Quando da utilizacdo do EG em tratamentos,
esses devem ser realizados rapidamente, pois esse composto é mais toxico se
comparado ao glicerol (KULUS; ZALEWSKA, 2014).

O polietilenoglicol (PEG) é um polimero crioprotetor ndo penetrante que, além
de inibir o crescimento de cristais de gelo, evita que o material vegetal sofra lesdes
causadas pelo frio devido ao aumento da tonicidade de PVS (POMEISL et al., 2020).
O PEG funciona bem em associacdo com DMSO segundo evidéncias apontadas por
Bekheet et al. (2020); ou com derivados de trealose, que podem modificar os eventos
termodinamicos ao aderir com o PEG (POMEISL et al., 2020).

2.8.3 Novos crioprotetores

Mais recentemente surgiu uma nova linha de ACPs, chamados de
crioprotetores modernos:

Existem compostos que sdo derivados de lipossomas nanométricos
fosfolipidios de origem vegetal (soja) e animal (gema de ovo) que tém sido utilizados
como crioprotetores altamente eficientes em induzir tolerancia ao resfriamento

produzido pelo armazenamento de células animais em nitrogénio liquido,
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especialmente quando o material € encapsulado em alginato de calcio (SHISHOVA et
al., 2020).

Para aumentar a eficiéncia da criopreservacao e fornecer uma alternativa ao
DMSO, Wang et al., (2001) observaram efeitos variaveis utilizando concentragées da
proteina anticongelante de peixe AFP-I na criopreservacdo embriogénica de arroz
(Oryza sativa L.) e interacdo com outros ACPs.

A utilizacdo de nanoparticulas € pouco relatada para a criopreservacédo de
células de plantas, sendo mais bem elucidada para o uso em células animais e até
mesmo humanas; porém, alguns estudos como o de Montalban et al. (2018) relatam
a inclusdo de nanoparticulas de prata em meio de cultura e em crioprotetor para
armazenamento em ultrafeezer (-80 °C) de embrides de Pinus radiata, obtendo 75%
de recuperagéo.

A adicdo de nanotubos de carbono de parede Unica ao PVS melhorou a taxa
de sobrevivéncia celular e reduziu o estresse oxidativo em calos embriogénicos
criopreservados de Agapanthus praecox Willd (REN et al., 2020). Ja Kulus; Tymoszuk
(2021) relatam que a adig¢&o de nanoparticulas de ouro & matriz de alginato aumentou
a capacidade de sobrevivéncia de apices caulinares de Lamprocapnos spectabilis L.

em até 20%.

2.9 Criopreservacao de Rubus

Mais de 200 espécies vegetais, dentre elas algumas do género Rubus, ja foram
criopreservadas com sucesso (ENGELMANN, 2004; MATSUMOTO, 2017). A maior
colecado de materiais criopreservados do género Rubus € mantida pelo USDA-ARS
National Clonal Germplasm Repository em Corvallis/Oregon. A colec¢édo inclui mais de
200 espécies e hibridos: R. allegheniensis, R. amphidasys, R. arcticus nothosub sp.
stellarcticus, R. armeniacus, R. axillaris, R. caesius, R. cissoides, R. corchorifolius, R.
crataegifolius, R. cyri, R. drejeri, R. erythrops, R. georgicus, R. grabowskii, R. hirsutus,
R. hirtus, R. x hybrid, R. idaeus, R. illecebrosus, R. insularis, R. laciniatus, R.
miszczenkoi, R. multi- bracteatus, R. occidentalis, R. palmatus, R. parvifolius, R.
spectabilis, R. ulmifolius, R. ursinus, e R. wahlbergii, totalizando mais de 200
genatipos até o ano de 2013 (UKHATOVA et al., 2017).

A literatura relata a influéncia do genadtipo na regeneracéo dos explantes apos

aplicacdo das técnicas de criopreservacdo. Trabalhos ja foram realizados; porém,
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poucos sdo os protocolos de criopreservacao eficientes utilizados rotineiramente para
a conservacdo de longo prazo (OCHATT et al.,, 2021). Diferentes taxas de
regeneracdo de Rubus sdo apresentadas. Wang et al. (2005), ao avaliar quatro
espécies e trés hibridos de framboeseiras, obtiveram entre 50-85% com média de
68%. Por sua vez, Gupta; Reed, (2006) e Reed (2008), ao avaliar espécies, hibridos
e cultivares de Rubus pertencentes ao NCGR — USDA/EUA, obtiveram 45-78%
(média 61,5%) e 60-100% (média 85%), de regeneragcdo ao empregarem as técnicas
de vitrificagéo e encapsulamento-desidratacao respectivamente.

As respostas obtidas por Kovalchuk et al. (2010) ao observar o comportamento
poOs criopreservacao de oito cultivares e trés selecfes de framboeseira vermelha,
demonstraram taxas de 20 a 81% (média 60,5%) de regeneracdo. Utilizando a
metodologia de vitrificagcdo em gota de DMSO aperfeicoada, Ukhatova et al. (2017)
observaram taxas variaveis de regeneracdo ao avaliarem a recuperacdo de doze
genaotipos de Rubus sp. pertencentes ao Instituto Russo de Recursos Genéticos de
Plantas (N.I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources (VIR)), com taxa
média de regeneracao de 58,8%), porém, com variacdo entre os genotipos de 24,2-
89,3%.

2.10 Técnicas de resfriamento ultrarrapido

Os métodos de criopreservacdo, como relatado anteriormente, s&o
classificados de acordo com a velocidade com que os tecidos vegetais séo
submetidos ao resfriamento. A taxa de resfriamento ndo € o Unico fator que afeta a
formacao e o tamanho dos cristais de gelo intra e extracelulares durante o processo
de criopreservacao (KIM et al. 2004; WANG et al., 2014; ROQUE-BORDA et al., 2021).

O resfriamento lento oferece uma maior taxa de perda de agua da célula,
minimizando a formacdo de gelo e maximizando a concentracdo de ACP, que
dependendo dos elementos utilizados pode vir a se tornar toxica aos tecidos vegetais.
Por outro lado, o resfriamento rapido minimiza a concentragdo de soluto, porém
maximiza a formacgdo de cristais de gelo, pois a 4gua poderd ndo ter migrado
suficientemente para fora das células (VOLK; WALTERS; 2006; BEKHEET et al.,
2020; NADARAJAN et al., 2020).
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Atualmente os métodos mais comuns sao baseados no resfriamento
ultrarrapido. A seguir serdo descritas sucintamente as técnicas empregadas no

presente trabalho (Figura 1):
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Figura 1 - Esquema representativo dos métodos modernos de criopreservagdo (LS — Loading solution;
PVS — Plant vitrification solution; NL — Nitrogénio liquido).
Fonte: Adaptada de Roque-Borda (2021).

2.10.1 Vitrificacéo

E baseada no tratamento do explante em meio de pré-cultivo (PC), que
geralmente contém sais do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), um agente
gelificante (dgar ou fitagel) e sacarose em alta concentracéo (geralmente 6—9% p / v).

Nessa etapa ocorre a elevacdo do metabolismo antioxidante que promove
tolerancia ao estresse, especialmente a desidratacdo (DIGILIO, 2014). Pode-se
realizar adicionalmente uma etapa de condicionamento a frio antes ou durante o pré-
cultivo a baixas temperaturas ou em regime de alternancia de temperaturas dia/noite,
por uma a trés semanas. Para algumas espécies de clima temperado ou tropical, essa
etapa é importante, como demonstrado por Mathew et al. (2019), os quais observaram

que, ao realizarem o condicionamento a frio de apices de kiwi (Actinidia chinensis
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Planch) pré-tratados com sacarose e acido ascorbico, obtiveram recuperacao de 40%,
enguanto os apices que nao foram pré-tratados nao sobreviveram.

Posteriormente os tecidos vegetais sdo tratados com uma solucdo de
carregamento (LS), geralmente por 20 minutos, seguindo da exposicéo direta ao PVS
(Bl et al., 2017). A exposicdo ao crioprotetor € variavel, devendo ser empregada de
acordo com o tipo de explante e PVS utilizada, podendo variar de 20-40 minutos
quando a PVS contenha DMSO ou até 180 minutos quando empregada solugdo sem
DMSO (TEIXEIRA, 2014; DIGILIO, 2014).

Apos essa etapa, os explantes desidratados estdo aptos a serem colocados em

criotubos e imersos em nitrogénio liquido (Bl et al., 2017).

2.10.2 Encapsulamento-desidratagéo

Algumas espécies de plantas nao resistem as condi¢cfes de criopreservacao e
tratamento com PVS. Assim, foi desenvolvida uma metodologia na qual o explante
segue um processo de encapsulamento por geleificacdo ibnica. Nesta técnica, o
material vegetal é inserido em uma matriz de alginato de sodio (2-5% v / p) e com
uma pipeta € gotejado sobre uma solucéo catidnica de cloreto de calcio Il (100 mmol
Lt de CaCl2), por aproximadamente 30 minutos para formar capsulas protetoras para
0s explantes.

Os tecidos vegetais encapsulados sao desidratados osmoticamente, podendo
ser em solugcbes com concentracdes crescentes de sacarose, que chegam até a
concentracdo de 1 mol L%, ou fisicamente em silica-gel ou em camara de fluxo laminar,
obtendo-se ao final do processo capsulas contendo de 10 a 30% do conteudo inicial
de umidade e assim estando aptas a serem imersas em nitrogénio liquido (KULUS;
ZALEWSKA, 2014; IBANEZ, et al., 2019).

2.10.3 Técnica da crioplaca

As técnicas de crioplacas foram desenvolvidas por Yamamoto et al. (2011) e
Niino et al. (2013) mesclando os métodos de vitrificagdo e de encapsulamento para
fornecer estabilidade e maior tolerancia do explante as mudancas bruscas de
temperatura. Utilizam-se pequenas placas confeccionadas em aluminio contendo

pocos esféricos onde sdo depositados os tecidos sobre uma gota de alginato, para
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posteriormente, serem desidratados por PVS, fluxo laminar ou silica-gel. As placas
facilitam o manuseio durante os processos de criopreservacao e reaquecimento e

minimizam a perda de explantes por lesdes.

2.11 Pos-criopreservacao

Nessa etapa busca-se uma regeneracdo satisfatoria (a0 menos 40%) apds a
criopreservacdo. Dito isso, os tratamentos pés-criopreservacado séo tdo importantes
guanto as etapas iniciais.

O aguecimento dos materiais vegetais pode ser realizado a temperatura
ambiente ou rapidamente (Agua aquecida a 35-45°C), visando evitar a recristalizacao
do gelo (agregacao de cristais menores em maiores) (ROQUE-BORDA et al., 2021).

As PVS sao altamente eficazes para a desidratacdo, prevenindo a cristalizacao
da agua no interior das células. No entanto, alguns componentes das solucdes sdo
toxicos para as células (por exemplo o DMSO), como relatado acima.
Consequentemente, tem-se a necessidade de se realizar a completa remocao da
solucdo PVS dos explantes para que esses nao sofram uma desidratacdo
descontrolada apés o reaquecimento (VOZOVYK et al., 2020).

AplOs o reaquecimento, os tecidos devem ser lavados com uma solucéo
concentrada de sacarose, geralmente formulada a partir dos sais do meio MS liquido
com a adicdo de 1,2 mol L' de sacarose. A solucdo de descarregamento ou
regeneracao (RS) foi descrita por Sakai; Kobayashi; Oiyama; (1990). A manutencao
das temperaturas dos tecidos vegetais e das solu¢cdes durante os processos de
desidratacdo e reidratagcdo podem apresentar efeito benéfico na sobrevivéncia do
material submetido & imers&o em nitrogénio liquido (FABIAN et al., 2008).

O meio de regeneracéao tem papel fundamental no reestabelecimento da planta,
controlando os processos totipotenciais de crescimento e desenvolvimento de células
e tecidos. Para realizar a recuperacao dos explantes €é indicada a utilizacdo de meio
com potencial osmaotico aumentado e com a adigcéo de fitorreguladores apropriados,
como acido giberélico (GA), durante os primeiros dias de recuperagédo (KULUS, 2019).

Do mesmo modo, deve-se levar em consideracdo as condi¢Oes da sala de
crescimento. A quantidade e a qualidade da intensidade luminosa, fotoperiodo e
composicdo espectral afetam as respostas morfogenéticas das plantas in vitro. A

modificagcdo dos espectros de luz, antes do armazenamento em NL e durante a
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recuperacao apos a criopreservacao, podem ocasionar aumento na sobrevivéncia e
na recuperacédo dos tecidos criopreservados (YOON et al., 2009).

E relatada na literatura a influéncia do genétipo na regeneracéo dos explantes,
apos aplicacdo das técnicas de criopreservagdo. Diversos trabalhos ja foram
realizados; porém, poucos sao 0s protocolos de criopreservacao eficientes utilizados
rotineiramente para a conservacao de longo prazo (OCHATT et al., 2021).

O sucesso da criopreservacdo depende da prevencdo de danos letais as
membranas e organelas celulares durante o congelamento. A preparacdo dos
explantes para armazenamento em nitrogénio liquido, no entanto, € bastante
complexa e pode se tornar uma fonte de varias perturbacdes (Bl et al., 2016).

Um problema comum é a dificuldade de transferéncia de tecnologia e validacao
de protocolos de um laboratério para outro. Ha muitos fatores criticos envolvidos,
incluindo: a qualidade e o tipo de materiais vegetais, condicfes de pré-tratamento e
pré-cultivo, métodos de criopreservacao, resfriamento, armazenamento e condicdes
de aquecimento, e métodos de avaliacdo de rebrota. Além disso, sdo necessarias
instalacdes adequadas e pessoal técnico qualificado (OCHATT et al., 2021).

Neste sentido, buscou-se estudar protocolos de criopreservacao e técnicas de
resfriamento para diferentes genotipos de amoreira-preta. Realizando ensaios para
aplicacdo das técnicas de encapsulamento-desidratacdo e vitrificacdo de tecidos
vegetais do género Rubus, ajustando os protocolos de criopreservacdo visando a
possivel implementacéo, junto a rotina do Laboratério de Culturas de Tecidos (LCT)
da Embrapa Clima Temperado, auxiliando na manutencdo, conservacao e
disponibilizacdo de genitores de elevado potencial produtivo, genético e sanitario e
em apoio aos programas de melhoramento genético e ao setor produtivo de amoras-

pretas.



CAPITULO 1

Encapsulamento-desidratacdo para o cultivo in vitro de amoreira-preta



Introducao

Entre as espécies frutiferas de clima temperado de interesse comercial, a
amoreira-preta (Rubus spp) se destaca pela rusticidade de producdo e pela
plasticidade de adaptacdo, sendo atualmente plantada em regides de clima tropical
no Brasil e no exterior.

A Embrapa Clima Temperado estuda a cultura da amoreira-preta desde a
década de 70 e mantém o mais importante banco de germoplasma do Brasil, in situ e
in vitro. O cultivo in vitro da amoreira-preta na Embrapa Clima Temperado € utilizado
desde o ano de 1988, para manutencdo da colecdo de trabalho e clonagem dos
materiais de interesse, producdo de mudas para intercambio com outras instituicbes
e, principalmente, buscando a limpeza virética do material vegetal de interesse da
instituicao.

Vérias cultivares e selecfes de interesse sdo mantidas in vitro prontamente
disponiveis ao programa de melhoramento genético da Embrapa Clima Temperado,
a projetos de pesquisa e a conservacao dos genaétipos de interesse.

Dentre as técnicas modernas de cultivo in vitro de plantas, a criopreservacéao €
um método de conservacao genética a longo prazo, destacando-se por possibilitar a
conservacdo de germoplasma de interesse por periodos muito longos. Apesar de
exigir operador treinado e materiais especificos € uma importante ferramenta de
armazenamento desenvolvida h& poucas décadas, sendo amplamente utilizada em
bancos de germoplasmas atuais e que vem apresentando atualizacbes frequentes
dos métodos empregados.

As unidades encapsulaveis ou sementes sintéticas, propostas por Redenbaugh
et al. (1986), consistem na formacao de uma matriz de hidrogel ao redor do material
propagativo utilizado. Na busca por atualizacbes nas técnicas de criopreservagao, as
unidades encapsulaveis foram mescladas com técnicas de vitrificagdo, assim surgindo
as técnicas de encapsulamento-vitrificacdo, encapsulamento-desidratacdo e, mais
recentemente, a criopreservacao em crioplacas.

Para se ter um protocolo eficiente, & importante destacar que, varios fatores
afetam o resultado, como a composicdo da capsula, os pré-tratamentos e a
composi¢cdo do meio de regeneragéo, por exemplo. Protocolos de encapsulamento-

desidratacéo envolvem as etapas de excisdo dos meristemas ou gemas das culturas
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in vitro; encapsulamento; pré-cultivo em concentracdes fixas ou crescentes de
sacarose; desidratacdo; congelamento a -196 °C; descongelamento em banho-maria
(40 °C) e cultivo em meio de regeneracao (BETTONI et al., 2016).

A crioplaca é uma técnica que mescla o método do encapsulamento e a
vitrificacéo a fim de fornecer maior velocidade e estabilidade as mudancas bruscas de
temperatura. Considerada a mais recente otimizacdo do método de vitrificacdo em
gotas, as crioplacas de aluminio foram desenvolvidas com base nos métodos de
vitrificacdo em PVS2 e desidratacdo ao ar, conhecidas como crioplaca V'
(YAMAMOTO et al., 2011) e crioplaca ‘D’ (NIINO et al., 2013), respectivamente.

As placas de aluminio facilitam o manuseio dos explantes a serem
criopreservados. No presente trabalho utilizou-se a crioplaca ‘D’. Para isso, pequenas
placas confeccionadas em aluminio contendo pocos esféricos séo utilizadas para
deposicdo do material sobre uma gota de alginato (encapsulamento).

O experimento buscou adequar a técnica de encapsulamento-desidratacao e

’

crioplaca ‘D’ in vitro com o objetivo de desenvolver um protocolo eficiente para a
criopreservacao de amoreira-preta para a rotina do Laboratoério de Cultura de Tecidos

da Embrapa Clima Temperado — Pelotas/RS.
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2 Material e Métodos

2.1 Material Vegetal

Os genotipos de ‘BRS Xingu’ e ‘BRS Caingua’ de amoreira- preta (Rubus sp.)
utilizados para os estudos de encapsulamento foram multiplicados a partir de plantas
da colecao de trabalho do género Rubus mantidos in vitro no Laboratorio de Cultura

de Tecidos da Embrapa Clima Temperado.

2.2  Cultivo e Multiplicacao

Para o cultivo e multiplicacdo in vitro das cultivares em estudo, foram
multiplicados segmentos caulinares de plantas previamente estabelecidas e
cultivadas in vitro em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 100%,
acrescido com 0,09 mol L'* de sacarose, gelificado com 7,5 g L't 4gar e suplementado
com a citocinina BAP (0,8 mg L). O pH do meio foi ajustado para 6,0+0,1 antes da
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Este meio de cultura de multiplicacado
sera denominado ao longo deste trabalho de MM (meio de multiplicacdo) e é descrito
em detalhes por Dutra et al. (2010).

Os explantes utilizados nos experimentos foram multiplicados sequencialmente
sempre que havia a necessidade de maior quantidade de material propagativo. Foram
excisados segmentos nodais contendo duas gemas cada e cultivados durante 30 dias,
em frasco de vidro com 30 mL de meio de cultura em sala de crescimento com

fotoperiodo de 16 h sob irradiancia de 36 umol m-?s e temperatura de 23+2 °C.

2.3 Criopreservacao de Unidades Encapsulaveis

Serdo descritos a seguir os experimentos realizados utilizando-se as técnicas
de encapsulamento-desidratacdo de tecidos vegetais em matriz de alginato:

Foram realizados experimentos utilizando-se material propagativo das duas
cultivares mais recentemente langadas pela Embrapa, ‘BRS Xingu’ e ‘BRS Caingud’.
Foram testados alguns fatores que podem afetar os resultados da técnica de

encapsulamento e criopreservacgéao de tecidos vegetais.
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Buscou-se inicialmente avaliar a composicdo das capsulas de alginato, quanto
a presenca de fitorregulador e carvdo ativado (experimento 1); avaliou-se a
necessidade de se adicionar antioxidantes na formulagédo da capsula (experimento 2);
em um terceiro momento, o meio de regeneracdo com adigc&o de fitorreguladores em
diferentes concentraacdes, apos o encapsulamento-desidratacao (experimento 3). Na
sequéncia, a técnica da crioplaca, variando o tempo e o agente desidratante, foi o
objeto do estudo (experimento 4). Posteriormente, a tolerancia em relagédo ao tempo
de exposicéo a solucdo de vitrificacdo PVS2 foi testada (experimento 5). Em outro
momento, iniciaram-se 0s experimentos variando o tipo de resfriamento e o pré-
condicionamento com sacarose ou DMSO, seguido do resfriamento lento ou rapido
(experimento 6). No ultimo experimento, a solucdo de vitrificagdo PVS3, que ainda
nao havia sido utilizada, foi comparada a solucao PVS2 antes dos resfriamentos lento

ou ultrarrapido (experimento 7).
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2.3.1 Experimento 1: Composic¢ado da Capsula — Fitorregulador e Carvao
Ativado (CA)

Para o estudo da influéncia da citocina 6-benzilaminopurina (BAP) e do carvao
ativado (CA) na matriz da capsula, gemas laterais da amoreira ‘BRS Xingu’, com
comprimento entre 1 e 2 mm, foram excisadas de plantulas in vitro com trés semanas
de cultivo (secao 2.2), inoculadas em placas de Petri descartaveis contendo 25 mL de
meio MS com 0,3 mol L de sacarose e gelificado com 7,5 g L de agar. O pH foi
ajustado para 6,0£0,1 antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Este meio
com uma maior concentracao de sacarose foi denominado meio de pré-congelamento
(MPC).

As placas com as gemas foram mantidas no escuro em camara de crescimento
do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand) (6+1 °C) por 24 h. Decorrido este periodo,
foram confeccionadas as capsulas em formulacdo basica de alginato de sédio (AS) a
4,5% em meio MS sem calcio, que foi denominado MS.caicio, cOm formulacdes variadas
de BAP e CA.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema unifatorial,
totalizando quatro tratamentos, com 10 repeticbes cada e 5 capsulas por repeticéo.

Assim, os tratamentos foram realizados da seguinte forma:

T1 — Capsula sem antioxidante;

T2 — Cépsula+ CA (0,59 L?);

T3 - Céapsula + BAP (0,8 mg L1);

T4 — Capsula+ CA (0,5g L?) + BAP (0,8 mg LY);

Para isto, as gemas que estavam no MPC foram imersas em cada uma das
solugdes de alginato + meio de cultura + fitorregulador e/ou CA. Em seguida, os
explantes foram resgatados individualmente e gotejados em solug¢do de CaClz (100
mmol L), onde permaneceram durante 20 minutos (fase de complexacdo das
capsulas). Transcorrido esse tempo, as capsulas foram lavadas em agua deionizada
estéril por trés vezes para retirar o excesso de CaCla.

Apoés a formacéo, as capsulas foram imersas em solu¢cdo osmoprotetora (LS1

— glicerol 18,4%; sacarose 13,7% em meio liquido MS) durante 20 minutos. Em
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seguida, fez-se uma lavagem das capsulas com a solucéo de criopreservacao PVS2
e transferéncia destas para criotubo com 1 mL da mesma solugdo, onde
permaneceram por 60 minutos, em temperatura ambiente (24+2 °C). Ao final desse
periodo, fez-se a troca da solugéo de vitrificacdo de plantas, PVS2 (Plant vitrification
solution) e adicionou-se a solugdo de recuperacdo (Recovery Solution - RS),
deixando-se as capsulas durante 20 minutos, em temperatura ambiente (24+2 °C).

ApOs a realizacdo dos tratamentos, as capsulas foram dispostas em frascos
contendo meio de cultura MS adaptado (KOVALCHUK, 2010), permanecendo por sete
dias no escuro com temperatura controlada de 23+2 °C. Posteriormente, foram
acondicionadas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h sob irradiancia de
36 umol m2st e temperatura de 23+2 °C.

Apés 30 dias de cultivo em sala de crescimento, foram avaliados: regeneracao

(%) namero de gemas, numero de brotacées e comprimento da maior brotacdo (cm).
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2.3.2 Experimento 2: Composic¢do da capsula — Antioxidantes

Para a avaliacdo da composicdo da capsula quanto a presenca de antioxidante,
foram utilizadas gemas laterais da cultivar ‘BRS Xingu’, com comprimento entre 1 e 2
mm, excisadas de plantulas in vitro com trés semanas de cultivo (se¢édo 2.2). Logo
apos a excisdo, as gemas foram depositadas em placas de Petri descartaveis
contendo 25 mL do meio de pré-congelamento (MPC).

Posteriormente, as placas com as gemas foram também mantidas no escuro
em BOD (6x1 °C) por 24 h. Decorrido este periodo, foram confeccionadas as capsulas
com a composicao basica de alginato de sédio (AS) a 4,5% em meio MS sem calcio
(MS-carcio), com formulagdes contendo os agentes antioxidantes carvao ativado (CA),
polivinilpirrolidona (PVP) e/ou &cido ascoérbico (AA).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema unifatorial
(composicdo da céapsula), totalizando oito tratamentos, com cinco repeticdes para
cada tratamento e cinco cdpsulas por repeticao, quais sejam:

T1 — Capsula sem antioxidante;

T2 - Cépsula+ CA (1 gL,

T3 -Céapsula+ CA (1gL?)+PVP (1gL?);

T4 -Céapsula+ CA(1gLY)+AA(05gLY);

T5 - Capsula+ PVP (1 g LY);

T6 - Capsula + PVP (1g L) + AA (0,59 L™Y);

T7 - Capsula + AA (0,5 g LY);

T8 - Capsula+ CA(1gLY)+PVP (1gLY) +AA(05gL™D);

Apo6s 24 h do condicionamento no MPC, as gemas foram imersas em cada uma
das solugdes de alginato + meio de cultura e antioxidantes, conforme o esquema
acima descrito.

Em seguida, os explantes foram resgatados individualmente e gotejados em
solucéo de CaCl2 (100 mmol Lt), onde permaneceram durante 20 minutos para a fase
de complexacdo da capsula. Posteriormente procedeu-se a lavagem em agua

deionizada estéril por trés vezes, para retirar o excesso de CaClz.
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As céapsulas foram entdo depositadas em criotubos contendo a solucdo de
carregamento LS1, onde permaneceram por 20 minutos, sendo em seguida lavadas
com a solugao de vitrificagdo PVS2 e imersas em criotubos contendo 1 mL desta,
permanecendo ai por 60 minutos em temperatura ambiente (24+2 °C). Ao final desse
periodo, fez-se a troca da PVS2, retirando-se e adicionando-se nova aliquota da PVS.
Os criotubos foram prontamente imersos em nitrogénio liquido (NL), permanecendo
nestas condi¢cfes por sete dias.

Decorrido o periodo de criopreservacao, os criotubos foram resgatados do
tambor contendo nitrogénio e imediatamente imersos em banho-maria a 45 °C durante
2-3 minutos, até o completo aquecimento das capsulas e descristalizacdo do
crioprotetor. Em seguida, removeram-se os criotubos do banho-maria, retirando-se a
solucdo PVS2 e adicionando a solugdo de recuperacédo (RS), deixando as capsulas
em contato com esta durante 20 minutos, em temperatura ambiente (24+2 °C).

As cépsulas apods os tratamentos foram dispostas em frascos contendo o meio
de multiplicagcdo (MM), permanecendo por sete dias no escuro com temperatura
controlada de 23+2 °C. Posteriormente, foram dispostas em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 h sob irradiancia de 36 pmol m2s! e temperatura de 23+2 °C, onde
permaneceram por 30 dias. Apés sera avaliado a sobrevivéncia do material submetido
ao NL.
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2.3.3 Experimento 3: Composi¢c&do do meio de regeneracao

Para a avaliacdo do meio de regeneracao quanto a presenca de fitorregulador,
gemas laterais da cultivar ‘BRS Xingu’ cultivadas em MS (secéo 2.2) foram excisadas
com comprimento entre 1 e 2 mm. e, logo apos a excisao, depositadas em placas de
Petri descartaveis, contendo 25 mL de meio de cultura MS, acrescido de 0,3 mol L*
de sacarose, gelificado com 7,5 g L'* &gar, com o pH ajustado para 6,0+0,1 antes da
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos (MPC). Apds serem distribuidos nas
placas, os propagulos permaneceram em BOD (6+1 °C), no escuro durante 24 h.

No dia seguinte, os explantes foram imersos nas solu¢des autoclavadas de
alginato de sddio 4,5%, meio de cultura MS sem célcio acrescido de 0,09 mol L de
sacarose (composicdo basica da cépsula). Em seguida, os explantes foram
resgatados individualmente e gotejados com auxilio de uma pipeta de Pasteur em
solucdo autoclavada de CaCl2 (100 mmol L) por 20 minutos, para a fase de
complexacdo. As capsulas foram lavadas por trés vezes em agua deionizada estéril
para a retirada do excesso de CaClz. Logo apos, as capsulas foram colocadas sobre
papel filtro autoclavado, em frascos de vidro contendo silica-gel, por 60 minutos, para
desidratacdo parcial.

Posteriormente, visando simular os tratamentos de criopreservagao, as
capsulas foram imersas em solucao de carregamento LS1 durante 20 minutos,
lavadas com a solucao de vitrificacdo PVS2 e imersas na mesma (1 mL por criotubo)
durante 50 minutos, mantidas em temperatura ambiente (24+2 °C). Ao final desse
periodo, fez-se a retirada da solu¢do PVS2 e adicionou-se a solucdo de recuperacao
(RS), deixando-se as capsulas durante 20 minutos, em temperatura ambiente (24+2
°C). ApOs os tratamentos, as capsulas foram dispostas em frascos contendo o0s
tratamentos do meio de regeneracao (MR), permanecendo por sete dias no escuro
com temperatura controlada de 23+2 °C. Os tratamentos testados quanto ao meio de

regeneracao foram:
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T1 - MR (Controle);

T2 - MR + BAP (0,8 mg L?);
T3 - MR + BAP (1,6 mg L)
T4 - MR + BAP (2,4 mg L?)
T5 — MR (Controle);

T6 — MR + 2iP (0,8 mg LY);
T7 —MR + 2iP (1,6 mg LY);
T8 — MR + 2iP (2,4 mg LY);

Apos a deposicéo das capsulas sobre os tratamentos do meio de regeneracao,
estas foram dispostas em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 h sob irradiancia de 36 pmol m2s e temperatura de 23+2 °C.

O delineamento utilizado foi em modelo inteiramente casualizado em esquema
bifatorial (fitorregulador x concentracdo) representado pelo tipo e concentracdo dos
fitorreguladores, totalizando oito tratamentos, com cinco repeticdes cada e cinco
capsulas por repeticao.

As variaveis avaliadas apos os 30 dias de cultivo foram porcentagem de
regeneracao, numero gemas, numero de brotacdes e comprimento da maior brotacao

(cm).
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2.3.4 Experimento 4: Agentes desidratantes: encapsulamento-desidratacao e

crioplacas

Gemas laterais da cultivar ‘BRS Xingu’ foram excisadas com comprimento entre
1 e 2 mm; logo apos a excisdo, foram depositadas em placas de Petri descartaveis
contendo 25 mL de meio de cultura MS, acrescido de 0,3 mol L de sacarose,
gelificado com 7,5 g L &gar, o pH ajustado para 6,0+0,1 antes da autoclavagem a
121 °C, durante 20 minutos (MPC). Apds distribuidos nas placas, os propagulos
permaneceram em BOD (6+1 °C), no escuro durante 24 h. Decorrido esse periodo, 0s
explantes foram depositados nos sulcos das crioplacas (placas de aluminio com
depressdes de + 2 mm de profundidade) (Figura 2), imersos nas solucdes
autoclavadas de alginato de sodio 4,5% e meio de cultura MS sem calcio acrescido
de 0,09 mol L de sacarose e 0,5 g L de carvdo ativado. Foi também realizado o

encapsulamento simples, fora das crioplacas, para comparacao.

g W

Figura 2 — A: cipsula em crioplaca de aluminio; B: dessecacgéo de capsulas sobre CaClz; C: dessecagéo
de capsulas sobre silica-gel.
Fonte: COPATTI, 2020.

Os tratamentos constituiram-se da variacdo do agente desidratante (sem
desidratacéo, CaCl: e silica-gel) e do tipo de encapsulamento (crioplaca ou capsula).
Para a desidratacédo, as crioplacas e as capsulas foram colocadas sobre papel filtro e
introduzidos em um frasco contendo 100 g de um dos agentes desidratantes durante
0, 30, 60 ou 90 minutos. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3x2, agente desidratante e encapsulametno respectivamente,

perfazendo seis tratamentos, conforme segue:
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T1 — Encapsulamento sem desidratacéo;
T2 — Crioplaca sem desidratacao;

T3 — Encapsulamento Silica-gel;

T4 — Encapsulamento CaCly;

T5 — Crioplaca Silica-gel,

T6 — Crioplaca CaClz.

Apés os periodos de desidratacdo propostos, as capsulas das crioplacas foram
destacadas e inoculadas em meio de regeneracdo MS, com 0,09 mol L de sacarose,
suplementado com citocinina (BAP; 0,8 mg L), gelificado com 7,5 g L agar. O pH
do meio foi ajustado para 6,0+0,1 antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20
minutos, permanecendo por sete dias no escuro com temperatura controlada de 23+2
°C. Para as capsulas fora da crioplaca, o procedimento de regeneracao foi o mesmo.

Posteriormente, foram dispostas em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 h sob irradiancia de 36 pmol m2s? e temperatura de 23+2 °C. Foram utilizadas
cinco repeticdes por tratamento, cada repeticdo constituida por um frasco contendo
cinco capsulas cada. As variaveis avaliadas apdés 30 dias de cultivo, foram
porcentagem de regeneracdo de gemas, numero de brotacbes e comprimento da

maior brotacdo e umidade relativa.
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2.3.5 Experimento 5: Tempo de exposigdo ao PVS2

Gemas laterais da cultivar ‘BRS Caingua’ foram excisadas com comprimento
aproximado entre 1 e 2 mm, depositadas em placas de Petri descartaveis contendo
25 mL do meio de pré-congelamento (MPC) descrito anteriormente neste capitulo
(2.3.3). ApGs distribuidos nas placas, os propagulos permaneceram em BOD (6x1 °C),
no escuro durante 24 h.

Os tratamentos constituiram-se do tempo de exposicdo das capsulas a solucao
de vitrificagdo PVS2 (0,4 mol L de sacarose, 30% de glicerol, 15% de DMSO e 15%
de etileno glicol em meio contendo os sais minerais do MS, pH 5,8), em temperatura
ambiente (24+2 °C), por diferentes periodos de exposicdo. O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado, em esquema unifatorial, tempo de exposi¢cao a solucéo
de vitrificacdo, totalizando cinco tratamentos, sendo cada tratamento composto por

cinco repeti¢cdes e cinco cipsulas por repeticao.

T1 - 0 minuto;

T2 — 30 minutos;
T3 — 60 minutos;
T4 — 90 minutos;
T5 — 120 minutos.

Decorrido o periodo de 24 h de pré-tratamento no MPC, os propagulos foram
encapsulados em solucdo de alginato de sédio 4,5%, com sais do MS sem calcio e
0,5 g Lt de carvéo ativado.

Apos a complexacdo em solucéo autoclavada de CaClz (100 mM), as capsulas
passaram por triplice lavagem em agua estéril. Posteriormente, foram colocadas
sobre papel filtro autoclavado, em frascos de vidro contendo silica-gel, por 60 minutos
para desidratacdo parcial e depositadas em criotubos contendo solugcéo de
carregamento (LS1) durante 20 minutos. Decorrido esse tempo, fez-se a drenagem
da solucéo de carregamento, lavagem das capsulas com solucéo de vitrificagcdo PVS2
e imersdo das capsulas em 1 mL de PVS2 durante os diferentes periodos, em

temperatura ambiente (24+2 °C). Ao final de cada periodo fez-se a troca da solugéo
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PVS2, adicionando-se a solucdo de recuperacdo (RS), durante 20 minutos, em
temperatura ambiente (24+2 °C).

Apés os tratamentos, as capsulas foram dispostas em frascos contendo o meio
de multiplicacéo (MM), composto pelos sais e vitaminas do MS, com 0,09 mol L de
sacarose, suplementado com citocinina (BAP; 0,8 mg L) e gelificado com 7,5 g L
agar. O pH do meio foi ajustado para 6,0+0,1 antes da autoclavagem a 121 °C, durante
20 minutos, permanecendo por sete dias no escuro sob temperatura controlada de
23+2 °C.

Posteriormente, foram dispostas em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 h sob irradiancia de 36 pymol m2s? e temperatura de 23+2 °C. Foram utilizadas
cinco repeti¢cdes por tratamento, cada repeticdo constituida por um frasco contendo
cinco cépsulas cada. As variaveis avaliadas ap6s os 30 dias de cultivo foram
porcentagem de sobrevivéncia e regeneracdo de gemas, niumero de brotacdes,

comprimento da maior brotacao (cm).
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2.3.6 Experimento 6: Pré-condicionamento com sacarose ou dimetilsulfoxido
(DMSO)

Para avaliacdo do pré-condicionamento e da utilizacdo ou ndo de resfriamento
lento na criopreservacao das capsulas em solucao PGD (Slow cooling cryoprotectant
— 10% de polietilenoglicol (PEG-8000), 10% de glicose e 10% de DMSO em meio MS
liquido), plantulas de amoreira-preta ‘BRS Caingud’ pré-cultivadas in vitro foram
multiplicadas e mantidas em sala de crescimento durante 30 dias (secdo 2.2).
Decorrido este periodo, os frascos contendo as plantas em crescimento pleno foram
dispostos em BOD com temperatura diurna de 20£1 °C e noturna de 0+1 °C, com
fotoperiodo de 8 h de luz, durante 15 dias.

Apos os 15 dias de aclimatacdo, para a aplicacdo do pré-condicionamento,
foram excisadas gemas laterais da cultivar ‘BRS Caingud’, com comprimento
aproximado entre 1 e 2 mm e acondicionadas em placas de Petri descartaveis,
contendo 25 mL de meio de cultura MS, acrescido de 0,3 mol L'! de sacarose ou meio
MS acrescido de 5% de DMSO, gelificados com 7,5 g L'! 4gar e pH ajustado para
6,0£0,1 antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Distribuidos nas placas
e 0s propagulos foram mantidos em BOD (6x1 °C), no escuro, durante 96 h.
Posteriormente, os propagulos foram encapsulados em solucao de alginato de sédio
4,5%, com sais do MS sem célcio e 1 g L de acido ascérbico.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2,
pré-condicionamento (0,3 mol L sacarose ou 5% DMSO) e congelamento (lento ou
ultrarrpido), totalizando seis tratamentos. Os controles apés o pré-tratamento foram
dispostos em sala de crescimento sem passar pelo congelamento. Cada tratamento
foi composto por cinco repeticdes e cinco capsulas por repeticao.

Os tratamentos testados foram os seguintes:

T1 — Controle DMSO 5%, sem resfriamento;

T2 — Controle sacarose 0,3 mol L, sem resfriamento;

T3 — Pré-tratamento DMSO (96 h), resfriamento rapido (imersdo em NL);

T4 — Pré-tratamento DMSO (96 h), resfriamento lento (1° C min-t), imersdo em NL;
T5 — Pré-tratamento sacarose 0,3 mol L (96 h), resfriamento rapido (imersdo em NL);
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T6 — Pré-tratamento sacarose 0,3 mol L (96 h), resfriamento lento (1° C min?),

imersao em NL;

Apébs a complexacdo em solucdo autoclavada de CaClz (100 mM) as capsulas
passaram por triplice lavagem em agua deionizada estéril foram colocadas sobre
papel filtro autoclavado em frascos de vidro contendo silica-gel, por 60 minutos, para
desidratacéo parcial, e depositadas em criotubos.

Para os tratamentos de criopreservacao (todos, exceto os controles T1 e T2),
as capsulas foram submetidas a solucédo de carregamento LS1 durante 20 minutos e
apos drenagem e lavagem das capsulas com solucao de vitrificacdo PGD e imerséo
em 1 mL de PGD, durante 60 minutos, foram mantidas em temperatura ambiente
(24+£2 °C). Ao final desse periodo fez-se a troca da solugdo PGD, adicionando-se uma
nova aliquota e os criotubos foram entdo imersos em NL por sete dias ou dispostos
em recipiente crioprotetor (NALGENE® MR. FROSTY® CRYO -1° C FREEZING
CONTAINERS)? durante 60 minutos ou até a temperatura dos materiais baixar a -20°
C, momento em que os criotubos foram imersos em NL.

Decorridos os sete dias de criopreservacdo em NL, o material foi resgatado,
passando pelo processo de descongelamento em banho-maria, com agua aquecida a
45 °C durante 2-3 minutos até o completo aquecimento das capsulas e
descristanizacao do crioprotetor. Em seguida, removeram-se os criotubos do banho-
maria, retirou-se a solucdo de PGD e adicionou-se a solu¢cdo de recuperagao
composta pelos sais do meio MS acrescido de sacarose 0,09 mol L2 e 1 g L™ de acido
ascorbico, deixando-se as cpsulas em contado com esta durante 20 minutos, a
temperatura ambiente (24+2 °C). ApO6s o descongelamento, as cépsulas foram
dispostas em frascos contendo meio de cultura MS, com 0,09 mol L de sacarose,
suplementado com citocinina (BAP; 0,8 mg L), gelificado com 7,5 g L agar. O pH
do meio foi ajustado para 6,0+0,1 antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20
minutos, permanecendo por sete dias no escuro com temperatura controlada de 23+2
°C.

2 O sistema deriva de um simples recipiente de congelamento, com capacidade para 12 a 18 criotubos
de 1 a 5 mL, projetado para atingir uma taxa de resfriamento aproximada de -1 °C minutos™. Isso
decorre da adicao de isopropanol, substancia tal que possui um calor especifico que permite este
decréscimo controlado da temperatura. O isopropanol ndo entra em contato direto com os criotubos e,
assim, o sistema Mr. Frosty® requer apenas um freezer mecénico.
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Posteriormente, as capsulas contendo os explantes, foram dispostas em sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 h, sob irradiancia de 36 pmol m2s?t e
temperatura de 23+2 °C. As variaveis a serem avaliadas apos os 30 dias de cultivo
foram porcentagem de sobrevivéncia e regeneracdo de gemas, numero de brotacdes

e comprimento da maior brotacdo (cm).
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2.3.7 Experimento 7: Teste de PVS 2 e PVS3 e Resfriamento Lento e rapido

Neste experimento, foram testadas as solucdes crioprotetoras PVS2 e PVS3
(Glicerol 50%; Sacarose 50%) e o tipo de resfriamento (lento ou rapido). Para isso,
plantas de amoreira-preta ‘BRS Xingu’ pré-estabelecidas in vitro foram multiplicadas
e mantidas em sala de crescimento durante 30 dias (secdo 2.2). Posteriormente, 0s
frascos foram transferidos para pré-condicionamento em BOD com temperatura
diurna de 20+1 °C, com fotoperiodo de 8 h e temperatura noturna de 0+1 °C, durante
15 dias.

Decorrido o periodo de pré-condicionamento, para a aplicacdo do pré-
congelamento, gemas laterais da cultivar ‘BRS Xingu’, foram excisadas com
comprimento entre 1 e 2 mm, depositadas em placas de Petri descartaveis contendo
25 mL de MPC, composto por meio de cultura MS, acrescido de 0,3 mol L de
sacarose, gelificado com 7,5 g L* agar, com pH ajustado para 6,0+0,1 antes da
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Apos distribuidos nas placas, os
propagulos permaneceram em BOD (6x1 °C), no escuro durante 24 h. Os propagulos
foram entdo encapsulados em solucdo de alginato de sédio 4,5%, com sais do MS
sem célcio e 0,5 g L't de carvéo ativado.

Apb6s a complexagdo em solucdo autoclavada de CaClz (100 mmol L), as
capsulas passaram por triplice lavagem em agua deionizada estéril, foram colocadas
sobre papel filtro autoclavado, em frascos de vidro contendo 100 g de silica-gel, por
60 minutos (para desidratacdo parcial) e depositadas em criotubos.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x3,
solucdo de vitrificacdo (PVS2 ou PVS3) e resfriamento (sem resfriamento,
resfriamento lento ou ultrarrapido), totalizando seis tratamentos, e mais dois controles
(sem solucdo PVS e sem solucao PVS, imersdao em NL), que apds o tratamento foram
dispostos em sala de crescimento. Cada tratamento foi composto por cinco repeticbes
e cinco capsulas por repeticéo.

Para os tratamentos de criopreservacédo, foi incluida nos criotubos 1mL da
solucdo de carregamento (LS1) durante 20 minutos, com posterior drenagem e
lavagem das capsulas com solucéo de vitrificacdo (PVS2 ou PVS3) condizentes com

cada tratamento, que foram assim distribuidos:
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T1 — Controle (sem PVS e sem resfriamento);

T2 — Controle (sem PVS, resfriamento rapido -NL);

T3 — PVS2, sem resfriamento;

T4 — PVS2, resfriamento rapido (imersdo em NL);

T5 — PVS2, resfriamento lento (1° C mint), imersdo em NL;
T6 — PVS3, sem resfriamento;

T7 — PVS3, NL;

T8 — PVS3, resfriamento lento (1° C mint), imersdo em NL.

Em seguida, as capsulas foram imersas em 1 mL de PVS2 (T3 — T5) ou PVS3
(T6 — T8), durante 60 minutos, mantendo-se os tratamentos a temperatura ambiente
(24+£2 °C). Ao final desse periodo, fez-se a troca da solucdo (retirando-se e
adicionando-se uma nova aliquota). Na sequéncia, os criotubos foram imediatamente
imersos em NL (resfriamento rapido) onde permaneceram por sete dias, ou dispostos
em recipiente crioprotetor para resfriamento lento (NALGENE® MR. FROSTY® CRYO
-1° C FREEZING CONTAINERS) durante 60 minutos, ou até a temperatura dos
materiais baixar a -20° C, momento em que os criotubos foram imersos em NL.

Decorridos os sete dias de criopreservacdo o material foi resgatado do NL,
passando entdo pelo processo de descongelamento em banho-maria com agua
aquecida a 45 °C durante 2-3 minutos até o completo aquecimento das capsulas e
descristalizac&o do crioprotetor. Em seguida, os criotubos foram removidos do banho-
maria, retirando-se a PVS e adicionando-se a solu¢do de recuperacdo (Recovery
Solution — RS), deixando-se as capsulas em contado com esta durante 20 minutos,
em temperatura ambiente (24+2 °C). ApGs o descongelamento, as capsulas foram
dispostas em frascos contendo meio de cultura MS, com 0,09 mol L de sacarose,
suplementado com citocinina (BAP; 0,8 mg L), gelificado com 7,5 g L agar. O pH
do meio foi ajustado para 6,0+1 antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos,
permanecendo por sete dias no escuro com temperatura controlada de 23+2 °C.

Posteriormente, foram dispostas em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 h sob irradiancia de 36 pmol m=s! e temperatura de 23+2 °C.

ApoOs sete dias no escuro e 30 dias de cultivo, foi avaliada a capacidade de

regeneracao dos explantes expostos as PVSs e ao resfriamento lento ou ultrarrapido.
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2.4 Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos adotando-se o delineamento inteiramente
ao acaso. Os dados foram analisados quanto & normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk; a homocedasticidade pelo teste de Hartley; e a independéncia dos residuos por
analise gréafica. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia
através do teste F (p<0,05).

Constatando-se significAncia estatistica, as médias foram comparadas, por
testes de probabilidade para as variaveis qualitativas, de acordo com a necessidade

apresentada pelos dados de cada experimento.
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3 Resultados e Discussao

Os resultados dos sete experimentos realizados com as técnicas de
encapsulamento-desidratacdo de tecidos vegetais em matriz de alginato de calcio

serdo descritos a seguir, conforme a ordem apresentada na secéo anterior:

3.1 Experimento 1: Composic¢&o da cdpsula —fitorregulador e carvao ativado

Quanto a composicao da capsula utilizando o fitorregulador BAP e/ou carvao
ativado, ndo foram verificadas diferencas para as variaveis porcentagem de
regeneracao (F=0,03; p<0,993), numero de gemas (F=1,38; p<0,2955) e de brotagbes
(F=1,52; p<0,2589).

Para a amoreira-preta, a presenca de BAP na matriz de alginato apresentou
efeito ligeiramente negativo. Apesar de a utilizacdo de citocinina ser essencial a
multiplicacdo da parte aérea in vitro, a adicdo na capsula pode ter dificultado o
desenvolvimento dos explantes.

O comprimento das brotacbes foi influenciado, com maior média nos
tratamentos MS (T1), MS+CA (T3) e MS+BAP+CA (T4). A adicdo de CA na matriz de
encapsulamento apresentou diferenca nas médias de comprimento de brotacéo
apenas em comparacao com a formulacdo MS+BAP na composicéo das capsulas de

alginato (Tabela 4).

Tabela 4 — Regeneracdo, nUmero de gemas, nimero de brota¢cdes e comprimento da maior brotacao
de explantes de amoreira-preta ‘BRS XINGU’, submetidas a diferentes formulagbes de capsula de
alginato de sddio, na presenca ou auséncia de fitorregulador BAP e/ou carvao ativado (EMBRAPA
Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil, 2021).

~ Numero de Numero de Comprimento das
Tratamento Regeneracao

gemas brotacdes brotacdes (cm)
MS 0,93NS 6,93NS 2,24NS 0,30ab¥
MS+BAP 0,90 5,83 2,02 0,23b
MS+CA 0,95 7,76 2,00 0,37a
MS+BAP+CA 0,90 6,06 1,84 0,32ab

¥ Médias (de cinco repeticdes) acompanhadas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05) comparando as formula¢des de capsulas de alginato de célcio.
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A adicdo de CA a capsula nao apresentou efeitos; entretanto, o CA adicionado
ao meio de regeneracao pode trazer beneficios ao material vegetal. De acordo com
Pereira et al. (2008), ao trabalhar com concentra¢des de sais do meio MS e carvéao
ativado na matriz de encapsulamento, ndo foram observadas diferencas significativas
na altura de plantulas de pimenta-longa (Piper hispidinervum C.).

Em pequenas concentracdes, o CA proporciona efeitos antioxidantes pela
adsorcao de componentes prejudiciais ao crescimento do material vegetal, como
citocininas e/ou giberelinas residuais e componentes toxicos liberados pelos tecidos,
além de poder reter aglomerados de nutrientes, liberando-os gradativamente,
favorecendo a cultura (SAIPRASAD, 2001; ALOUFA, 2003).

Mesmo sem apresentar diferenca estatistica das demais formulacdes, a
capsula somente contendo meio MS possibilitou bons resultados para as variaveis
analisadas; assim, pode-se inferir que a adicdo de CA pode ser opcional enquanto
BAP néo se faz necessario na formulagdo da matriz da capsula de alginato de célcio
para o encapsulamento de explantes de amoreira-preta. Na Figura 3 sdo mostradas
as plantas recuperadas a partir das capsulas apds 30 dias de cultivo.

Figura 3 — Explantes de amoreira-preta ‘BRS Xingu’ recuperados de explantes envoltos
em matriz de alginado de célcio (A -T1 — Capsula sem antioxidante; B -T2 — Capsula +
CA(0,5gL1); C-T3-Céapsula+ BAP (0,8 mg L?); D-T4—Céapsula+ CA (0,5gL?)+
BAP (0,8 mg L1); apds 30 dias de cultivo em sala de crescimento.

Fonte: COPATTI, 2020.
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3.2 Experimento 2: Composicédo da capsula — antioxidantes

N&o houve diferenca estatistica pelo teste F (F =1,13; p<0,3722) para a
regeneracao dos explantes de ‘BRS Xingu’ encapsulados em matriz de alginato de
calcio e os antioxidantes empregados em sua composicao.

Os tratamentos propostos apresentaram baixa viabilidade de regeneracao do
material vegetal de ‘BRS Xingu’ quando expostos ao NL, ocorrendo o maximo de 12%
de sobrevivéncia (calos e plantas) quando a capsula foi acrescida com acido ascorbico
em sua composicao (T7 — Figura 4G). As capsulas acrescidas com CA (T2 — Figura
4B), CA+PVP (T3 — Figura 4C) e PVP (T5 Figura 4E) apresentaram 8% de
sobrevivéncia, porém ocorreu apenas a formacao de calos fridveis.

O controle T1 (AS 4,5% sem antioxidante — Figura 4A), por sua vez, e a
combinacédo de todos os antioxidantes — T8 (CA+AA+PVP — Figura 4H) apresentaram
4% de regeneracao, enquanto que a combinagcdo de CA+AA e PVP+AA (T4 e T6 —
Figura 4D e 4F) ndo apresentaram éxito na regeneracao de germoplasma de ‘BRS
Xingu’ submetidos a criopreservacao.

A protecdo antioxidante compreende vias fisiologicas altamente complexas e
integradas, fundamentais para a regulacdo de eventos de sinalizacdo celular e
metabdlicos e para o incremento na respiracdo (TAIZ; ZEIGER, 2017). A adicdo de
antioxidantes as cépsulas buscou aumentar a tolerdncia aos principais efeitos
deletérios que podem ocorrer. A inclusdo de antioxidantes na matriz de alginato pode
apresentar vantagens aos protocolos de criopreservacdo de amoreiras-preta.
Uchendu et al. (2010) testaram a adicao de acido lipéico (LA), glutationa (GSH), glicina
betaina (GB) e polivinilpirrolidona (PVP) em pré-condicionamento, carregamento,
recuperacdo e regeneracdo de duas cultivares de amoreira-preta utilizando o
protocolo de vitrificacdo com PVS2. Trés dos quatro compostos apresentaram efeitos
benéficos aos explantes, obtendo-se mais de 80% de regeneracdo com LA (4-8 mmol
L), GSH
(0,16 mmol LY) e GB (10 mmol L1); ja o PVP teve um impacto neutro ou negativo na
rebrota. Isto corrobora com os dados obtidos no experimento 2, onde apenas 4% de
sobrevivéncia foi verificada quando se adicionou PVP as cépsulas de alginato de

calcio.
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Os protocolos de criopreservacdo aumentam a oxidacao celular pelos efeitos
osmoticos e quimicos que os varios tratamentos conferem aos tecidos vegetais. A
adicdo e o tipo de antioxidante variam em culturas e métodos de criopreservagdo. A
utilizag&o dos solutos e procedimentos corretos pode diminuir os efeitos negativos da
desidratacdo e oxidacdo, aumentando a capacidade de regeneracdo dos explantes
criopreservados (UCHENDU et al. 2010; MATHEW et al. 2018; VOLK et al. 2018).
Desse modo, a presenca de antioxidantes pode melhorar o crescimento, prevenindo
ou reparando os danos causados aos tecidos vegetais pelos procedimentos
crioprotetores.

Possivelmente a falta de adaptacéo (pré-condicionamento) ao resfriamento fez
com que ocorresse a elevada taxa de mortalidade. Apesar da importancia dos
antioxidantes para as plantas, a tolerancia ao resfriamento em plantas de clima
temperado é conferida pela exposicdo gradativa a baixas temperaturas, que na
natureza é induzida no incio do outono pela exposicéo a dias curtos e temperaturas

de resfriamento n&o congelantes.
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Figura 4 - Avaliagdo da sobrevivéncia de explantes de amoreira-preta “BRS Xingu” encapsuladas em
diferentes antioxidantes e submetidas a imercdo em NL(A -T1 — C4psula sem antioxidante; B -T2 —
Cépsula+ CA(1gL?);C-T3-Cépsula+CA(1gL?l)+PVP(1gL?);D-T4-Cépsula+CA(1glL?)+
AA (0,59gL?Y); E-T5- Capsula+ PVP (1 gL?); F-T6 - Capsula+ PVP (1gL?Y) +AA(059gL?);G-T7 -
Céapsula+ AA (0,5gL?1);H-T8-Céapsula+CA(1LglL?t)+PVP (1gL?1) +AA(0,5gLY);

Fonte: COPATTI, 2020.
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3.3 Experimento 3: Composicdo do meio de regeneracao

hY

Quanto a composicdo do meio de regeneracdo com BAP ou 2iP, ndo se
observou diferenca estatistica na porcentagem de regeneracéo (F=0,56; p<0,692) de
encapsulados de ‘BRS Xingu’. Ocorreu interacdo entre os fatores fitorregulador e
concentracdo nas variaveis: numero de gemas (F=10,68; p<0,0002), niumero de
brotacdes (F=12,47; p<0,0001) e comprimento da maior brotagéo (F=5,89; p<0,0041)
(Figura 5). A adicdo de BAP proporcionou maior eficiéncia na multiplicacdo (gemas e

brotacdes), independentemente da concentracdo empregada.
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Figura 5 — Regeneracdo (%), niumero de gemas, nimero de brotacdes e comprimento da maior
brotacdo (cm) em plantulas de amoreira-preta “BRS Xingu”, encapsuladas em alginato de célcio
(4,5%), dispostas em meio de cultura MS acrescidos de concentracbes de citocininas BAP ou 2iP.
Embrapa Clima Temperado, 2020. (As barras verticais representam o intervalo de confianca a 95%).
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A anadlise de regressao para as concentracfes de BAP indicou o aumento da
producdo de gemas e de brotacdes quando o meio de regeneracao foi suplementado
com até 1,6 mg L! de BAP, sendo o nimero de gemas e brotacdes estimados em
15,79 e 4,69 respectivamente. Para a amoreira-preta ‘BRS Xingu’, a concentracao de
5 umol L de BAP foi efetiva, apresentando também o aumento no nimero das
brotacdes entre os sucessivos subcultivos (SCHIEHLA; FRANCA; BIASI, 2019). Com
0 aumento da concentracdo de BAP (2,4 mg L), no entanto, o nimero de gemas
apresentou tendéncia decrescente pois, possivelmente, a partir dessa concentracao
0 excesso de citocinina no meio de regeneracao passou a causar toxidez nos tecidos
vegetais (Figura 5).

O uso de reguladores de crescimento em meios de regeneragdo, mesmo
quando utilizado em pequenas concentracdes, tem-se mostrado fundamental. Na
etapa de multiplicacdo, por exemplo, um estudo de Oliveira e Nino (2007), com sete
cultivares de amoreira-preta (Brazos, Cherokee, ‘Comanche’, Ebano, Guarani, ‘Tupy’
e Xavante), foram obtidas diferentes resultados de acordo com a cultivar, sendo que
0 numero estimado de plantas produzidas apés 6 subcultivos foi 16.335 para 'Brazos',
24.211 para 'Cherokee’, 19.778 para “Comanche”, 106.550 para 'Ebano’, 14.275 para
'‘Guarani’, 34.022 para "“Tupy” e 24.651 para "Xavante'.

Na intencdo de se aumentar o numero de brotacdes na cultivar Chester
Thornless, os autores Kefayeti, Kafkas e Ercisl (2019) propuseram a adicao de 8,8
pumol Lt BAP (6-benzilaminopurina) + 0,9 uymol L AIB (&cido indolbutirico) ao meio
de cultura. Enquanto para a cultivar Ebano apenas 4,4 pmol L* de BAP e meio MS
(acrescido com sais em mais 50%) s&0 necessarios para se aumentar a producéo de
brotacdes (VILLA et al., 2005), para ‘Xavante’ a maior taxa de brotagéo foi alcangada
em meio MS suplementado com 15 uymol L'* de BAP (LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH,
2010).

A adicdo de BAP influenciou o comprimento da maior brotacdo, sendo que o
uso de 1,6 mg Lt de BAP proporcionou resultados menos expressivos do que a adicdo
de 0,8 mg L de BAP, apds 30 dias de cultivo, os explantes apresentavam brotagdes
com média de 0,69 cm. Pasqual (2001) cita que altas taxas de citocininas podem
reduzir o tamanho das brotagdes, estimular a ocorréncia de hiperidricidade e formagéo
de folhas anormais.

Nos tratamentos com adicao de 2iP, o comportamento do explantes de ‘BRS

Xingu’ demonstrou ser pouco influenciado por esse regulador, pois mesmo a maior
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concentracdo empregada ndo apresentou diferenca significativa do tratamento sem
adicao de citocinina. Uma possivel explicacdo é o fato de os tecidos de plantas de
amoeira-preta possuirem a enzima citocinina oxidase, a qual cliva a cadeia lateral do
2iP, inativando a citocinina irreversivelmente, diferentemente do BAP, o qual por ser
uma citocinina aromatica é resistente a clivagem (TAIZ et al., 2017).

Muito embora o uso de citocininas no meio contribui para a multiplicacao,
concentragdes elevadas de BAP podem ser toxicas, resultando, entre outros efeitos,
na reducdo do tamanho das folhas, encurtamento dos entrends e ocasionalmente em
variacdo somaclonal (LESHEN et al.,, 1988; COSTA et al., 2006). Quando esses
reguladores de crescimento sdo utilizados em concentracdes inadequadas, podem
estimular o desenvolvimento de calos (WANG et al., 2000; LAMBARDI; FABBRI;
CACCAVALE, 2000). As técnicas de calogénese sdo Uteis para induzir variagao
somaclonal e desenvolvimento de novos genoétipos, mas as culturas de calos ndo séao
adequadas para a preservacao de genotipos.

A capacidade de regeneracédo das culturas por meio de crescimento direto de
estrutura diferenciada, sem o desenvolvimento de calo, € fundamental para evitar
problemas de variacdo somaclonal, principalmente quando se utilizam estruturas
diferenciadas como fonte de explante (MATSUMOTO, 2017; CHAROENSUB; HIRAI,
SAKAI, 2004; HARDING, 2004).

Para a micropropagacao geral de ‘BRS Xingu’, faz-se necessaria a adi¢éo de
uma citocinina ao meio de cultura. Pelo presente trabalho, pode-se inferir que a
concentragdo pode variar de 0,8 a 1,6 mg L™* de BAP, a depender do objetivo que se
almeja. A concentracéo de BAP de 0,8 mg L é também a utilizada no protocolo de
multiplicacdo de amoreira-preta do LCT-Embrapa, proposto por Dutra et al. (2010).

De qualquer maneira, sendo esse experimento realizado visando a
regeneracao pos criopreservacdo, mais estudos devem ser realizados a fim de
evidenciar como o material ja estressado pelos tratamentos pré-criopreservacao,
imersao em NL e pos-criopreservacao se comportardo quando expostos ao meio de

regeneracao com citocinina na sua formulacao.
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3.4 Experimento 4. Agentes desidratantes: encapsulamento-desidratacéo e

crioplacas

As variaveis numero de gemas e numero de brotacbes apresentaram
comportamento similar para a desidratacao de cdpsulas de ‘BRS Xingu’ livres ou em
placas, tendo o tratamento de encapsulamento em crioplaca desidratadas em CacCl2
apresentado valores de 51,8 e 13,8, respectivamente com 90 minutos de desidratacdo
(Figura 6).
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Figure 6 -Regeneracéo (%), numero de brotacdes, niimero de gemas e umidade relativa de gemas de
amoreira-preta ‘BRS Xingu’ desidratada em silica-gel ou cloreto de célcio, ao longo do tempo. Embrapa
Clima Temperado, 2020. (As barras verticais representam o intervalo de confianca a 95%).
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Entretanto, mesmo apdés 90 minutos de desidratacdo, todos os tratamentos
apresentavam teores de umidade meédios em torno de 57%. Sendo assim, a formacao
de cristais de gelo intracelular podera ocorrer com facilidade, visto que, para se obter
bons resultados de recuperagdo pés criopreservacao, preconiza-se a remocao total
ou parcial da agua passivel de congelamento.

Neste experimento, buscou-se uma alternativa pratica a dessecacdo em
corrente de ar; assim, abriu-se a possibilidade de se utilizar silica-gel ou cloreto de
calcio. Os resultados obtidos demonstraram que tanto a silica-gel quanto o cloreto de
calcio podem ser empregados com relativa facilidade, sendo que nos periodos
empregados ndo houve diferencas nos niveis de dessecacéo; porem, os explantes
apresentaram diferencas no percentual de sobrevivéncia. Esses dados mostram-se
relevantes pois, mesmo antes da exposicdo ao ACP, ao NL e a recuperacao, ja ha
perdas de explantes.

Em geral, ap6s o pré-condicionamento por horas ou até dias, realiza-se a
dessecacdo ao ar em uma camara de fluxo laminar, silica-gel ou cloreto de calcio, até
que se alcance teores de umidade de cerca de 20% (peso fresco) antes do
armazenamento em NL (BENELLI et al. 2013; FENG et al., 2014).

A depender do tipo de explante, a dessecacdo deve alcancar niveis abaixo de
30% do teor de umidade inicial, beneficiando a resisténcia ao congelamento e a
sobrevivéncia pés-criopreservacao para a maioria das espécies. A reducdo gradual
do teor de umidade de 40 para 25% aumenta a resisténcia ao congelamento no
pessegueiro e promove aumento dos valores nas principais variaveis analisadas
(folhas, brotos e entumecimento) (TANNER et al., 2021).

Ao analisar os tempos de desidratacdo em silica-gel, pode-se observar que o
aumento do tempo de desidratagc&o reduziu a porcentagem de regeneracao de forma
mais drastica quando os materiais vegetais foram encapsulados utilizando a técnica
da crioplaca (66,65%), enquanto 0s outros tratamentos mantiveram niveis de
regeneracao apoés a desidratacao acima de 80%, chegando a 90% quando se utilizou
CaCl2 como desidratante durante 90 minutos (Figura 6). Para a dessecacédo de
minitubérculos de batata, Wang et al. (2021) relataram a necessidade de expor o
material vegetal durante trés horas a silica-gel para reduzir o teor de 4gua para 26-
36% da massa inicial, antes da imersao direta em NL, permitindo a regeneracao de
100% dos explantes.
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O periodo de dessecacéao deve estar de acordo com o nivel de umidade que se
deseja atingir. Ao se realizar a dessecacao das capsulas e crioplacas, ndo se chegou
a niveis menores que 50% de umidade das capsulas nos periodos em estudo. Esses
niveis de umidade séo possivelmente um impeditivo ao sucesso dos protocolos, pois
a extensdo dos danos que o resfriamento causara aos tecidos vegetais esta
intimamente ligada ao teor de umidade do conjunto capsula/explante antes da imersao
em NL (CARRA et al., 2019; Bl et al., 2017), devido a necessidade de se atingir o
estado vitreo amorfo sem que ocorra a formacédo de cristais de gelo no interior dos
tecidos vegetais.

Em células desidratadas, a capacidade de formacédo de gelo é menor; a saida
da agua do interior das células ocorre pelos efeitos hipertdnicos, ocasionando a
migracdo da é&gua do vacuolo em direcdo ao meio hipertdnico, causando a
desidratacdo celular e reducao do turgor, concentrando os ions e conferindo assim
protecdo contra o congelamento. A excessiva desidratacdo, todavia, pode causar
efeitos citotdxicos pela reducédo do potencial hidrico do apoplasto mais negativo que
o do simplasto (TAIZ et al.; 2017).

Além do estado fisiolégico, das caracteristicas dos explantes como tamanho e
teor de agua dos tecidos a serem criopreservados, a taxa de resfriamento também
pode influenciar diretamente nos resultados alcancados. Para se alcancar uma maior
capacidade de resfriamento dos explantes, utilizou-se a capacidade de troca térmica
do aluminio, onde altas taxas de resfriamento podem ser alcancadas. As crioplacas
deste material sdo eficazes em diversos géneros, devido principalmente a troca
ultrarrapida de temperatura, cerca de 3000-5000 °C min~', um requisito importante
para protocolos de criopreservacéo bem-sucedidos (NIINO et al. 2019; MATSUMOTO,
2017; SOUZA et al., 2016; YAMAMOTO et al., 2011).

A técnica da crioplaca surge como uma alternativa aos protocolos de vitrificacao
e encapsulamento-desidratacdo. Todo o procedimento é realizado com o material
fixado a placa de aluminio, facilitando o manuseio dos explantes e minimizando os
danos mecanicos. Ao mesmo tempo, permite que a velocidade de aquecimento e
resfriamento sejam elevadas (3000-5000 °C min~"), colocando-se pequenos volumes
de solucéo criopretetora em folhas de aluminio (1 puL por explante) ou em crioplacas
de aluminio com depressdes onde os explantes sdo depositados sobre uma gota de

alginato de calcio, sendo entédo realizados os procedimentos de carregamento em
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solucdo LS e dessecacdo em PVS2 ou em fluxo laminar (SOUZA et al., 2016;
YAMAMOTO et al., 2011; PANIS et al., 2005).

Técnicas baseadas em encapsulamento desidratacéo se valem de dessecacéo
fisica para atingir o nivel ideal ou proximo ao ideal de umidade nos tecidos vegetais
encapsulados. Porém, isso pode ser dificil de ser atingido devido as variacfes nas
condices fisicas do ambiente (umidade, temperatura, taxa de fluxo de ar etc.) de cada
laboratério. A dessecacgdo das capsulas utilizando silica-gel ou cloreto de célcio pode
ser mais facilmente reproduzida e com maior rapidez do que a secagem em camara
de fluxo de ar. Assim, é importante realizar novas experimentacdes, a fim de se
identificar os efeitos da desidratacdo dos explantes, o tempo 6timo de desidratacdo e
0os ACPs testados, a fim de serem obtidos niveis adequados de umidade do material
encapsulado para alcancar maiores taxas de regeneracao do material exposto ao NL.
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3.5 Experimento 5: Tempo de exposi¢cdo ao PVS2

A exposicéo de capsulas de ‘BRS Caingua’ ao PVS2 por 30 minutos resultou
no maior valor para todas as variaveis analisadas, incluindo o tratamento controle
(Figura 7). Isto pode sugerir que a solucédo de PVS2 tem um papel importante quanto
ao equilibrio osmotico com o meio de cultura, de tal modo que, quando utilizada no
tempo adequado, aumente a permeabilidade da membrana para os compostos do

meio e nao seja toxica ao explante.
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Temperado, 2020. (As barras verticais representam o intervalo de confianca a 95%).
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A PVS2 é eficiente na retirada de agua dos tecidos vegetais em um curto
periodo; se os explantes permanecerem além do necessario em contato com a
solucdo pode ocorrer forte desidratacao dos tecidos. Isto pode levar a toxidade pelos
compostos presentes na PVS2 e até a morte do material vegetal durante o periodo de
recuperacao pos-criopreservacao pela nova troca osmotica e entrada de agua na
célula de maneira muito rapida na reidratacdo. Segundo Antony et al. (2010), a
duracgdo da exposi¢do a PVS2 é um dos fatores que mais influenciam a recuperacgao
pos-descongelamento dos explantes criopreservados.

A maior taxa de sobrevivéncia, regeneracdo, numeros de gemas e brotacfes
alcancada quando se aplicou a PVS2 nos explantes de amoreira-preta ‘BRS Caingud@’
durante 30 minutos pode ser um indicativo de que espécies vegetais do género Rubus,
podem se beneficiar quando expostas a essa solucéo crioprotetora, antes da imersao
em NL. O contato de tecidos vegetais recém excisados com solucbes de
criopreservacdo nao deve ser superior ao periodo de 20-40 minutos quando a PVS
contenha DMSO (TEIXEIRA, 2014; DIGILIO, 2014). Tempos de contato mais curtos,
em caso de gendtipos sensiveis, podem ser suficientes. Assim, depende-se de mais
testes, buscando o equilibrio entre o tempo de exposicao e a tolerancia dos explantes
ao crioprotetor PVS2 na protecdo ao congelamento de capsulas de alginato de célcio

contendo explantes de ‘BRS Caingua’ criopreservados em NL.
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3.6 Experimento 6: Pré condicionamento com sacarose ou DMSO

No presente experimento ndo ocorreu sobrevivéncia de explantes expostos ao
NL, independentemente do pré-condicionamento ou do método de resfriamento (RL
ou RU). Os explantes que foram expostos ao pré-tratamento em DMSO e ndo imersos
em NL apresentaram necrose em 56% do material vegetal. A alta taxa de mortalidade
dos explantes de ‘BRS Caingua’ pode ter ocorrido em decorréncia da toxicidade do
DMSO, pela elevada penetrabilidade que o mesmo apresenta quando em contato
prolongado com os tecidos vegetais. Diferindo dos resultados obtidos por Kovalchuk
et al. (2010) que, ao observar o comportamento pds criopreservacao de oito cultivares
e trés selecdes de framboeseira vermelha, obtiveram de 20 a 81% (média 60,5%) de
regeneracao utilizando a metodologia de vitrificacdo em gota de DMSO aperfeicoada.

A adicdio de DMSO ao MPC (T1l) ndo apresentou efeitos positivos,
diferentemente dos dados reportados por Reed e Hummer (1995), que trabalharam
temperaturas alternadas de aclimatacéo ao frio e 5% de DMSO adicionados ao meio
de pré-criopreservacdo. Todavia, vale destacar que a metodologia utilizada pelos
autores apresenta varios procedimentos que nao foram testados, pois para o
resfriamento em taxas variaveis ocorre a necessidade de freezers especificos, o qual
0 LCT possui, porém sem suprimento de NL continuo como o equipamento exige.

Por outro lado, o material pré-tratado em MS rico em sacarose (T2 -
0,3 mol L), apresentou sobrevivéncia média de 77%, demonstrando que, mesmo
expostos a desidratacdo durante 96 h, os explantes ainda apresentaram boa taxa de
sobrevivéncia quando n&o imersos em NL (T1 e T2). Mathew et al. (2019)
demonstraram a eficiéncia na regeneracédo de explantes de Actinidia chinensis var.
chinensis ‘Hort16A’ quando tratadas previamente com sacarose e acido ascorbico,
obtendo 40% de regeneracéo, enquanto ndo ocorreu regeneragao para o material sem
pré-condicionamento.

Estudos adicionais devem ser conduzidos para obtencdo de mais dados com a
utilizacdo de agentes osmoticos em pré-condicionamento e os métodos de RL e
resfriamento RU a serem empregados para a criopreservacao de explantes de

amoreiras-pretas encapsulados em matriz de alginato de calcio.
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3.7 Experimento 7: Teste de PVS3 e resfriamento lento

Os tratamentos propostos ndo demonstraram beneficios para a
criopreservacdo de Rubus. No presente trabalho, a adicdo dos ACP PVS2 e PVS3
com RL ou RU e imersdo em NL resultou na completa necrose dos explantes apds o
reaquecimento.

Quando expostas ao PVS2, sem a imersao em NL, os explantes apresentaram
sobrevivéncia média de 72% (Figura 8C) e formacao de calos na base dos propagulos.
Porém, quando expuseram os explantes a PVS3, houve forte formacéo de calosidade
na base dos propagulos de Rubus e menor porcentagem de sobrevivéncia (56%)
(Figura 8F). A formacéo de calos durante a regeneracdo pode ser um indicativo de
desequilibrio hormonal, levando a proliferacdo excessiva de células indiferenciadas,
podendo influenciar geneticamente o material exposto as solu¢des. Por outro lado, a
sobrevivéncia demonstra que a metodologia empregada podera ser melhorada e
atingir resultados mais sélidos

Em métodos de criopreservacdo baseados em vitrificacdo e encapsulamento,
0S estresses causados pelos tratamentos de pré-cultivo, carregamento e exposicao
de PVS2 e PVS3 podem induzir alteracGes genéticas e epigenéticas, na regeneracao
do material (MAGYAR TABORI et al., 2010; BEDNAREK; ORLOWSKA, 2019).

O material vegetal pode ter apresentado necrose ou desidratacdo em excesso
devido aos compostos das solu¢gdes PVSs ou pelo longo periodo de exposicao a elas,
ocasionando toxicidade. Quando a solucdo PVS é empregada em temperatura
ambiente, apresenta maior permeabilidade a membrana celular, assim, apresentando
maior potencial de danos aos tecidos por toxicidade do que se a exposi¢cao ocorrer
em baixas temperaturas (BETTONI et al., 2019; VOLK et al., 2006).

No material exposto ao resfriamento lento e imerso em NL, um dos principais
problemas que pode ter ocorrido € a formacdo de cristais de gelo na solucao
extracelular, que ocorre quando ha perda de agua intracelular e desidratacdo por
congelamento. Consequentemente, a desidratacéo celular causada pelo movimento
da agua do simplasto para o apoplasto ocasiona danos irreversiveis ha membrana.
Para as capsulas onde se utilizou 0 método de congelamento RU, devido a quantidade
de material a ser desidratado (capsulat+explante), apenas a desidratacdo osmatica

pode nao ter sido suficiente. As temperaturas no NL provocam a formacgéao de cristais
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de gelo intracelular e fisicamente rompem as membranas e organelas (SANTOS et
al., 2015; TAIZ et al.; 2017).

Figura 8 — Resultados obtidos a partir da criopreservacéo de explantes de amoreira-preta ‘BRS Xingu’
expostos a tratamentos osmoprotetores e resfriamento lento ou ultrarrapido: A -T1 — Controle (sem PVS
e sem resfriamento); B -T2 — Sem PVS, resfriamento rapido (imersdo em NL); C -T3 — PVS2, sem
resfriamento; D -T4 — PVS2, resfriamento rapido (imersdo em NL); E -T5 — PVS2, resfriamento lento
(1° C minY), imersdo em NL; F -T6 — PVS3, sem resfriamento; G -T7 — PVS3, NL; H -T8 — PVS3,
resfriamento lento (1° C mint), imersdo em NL. Embrapa Clima Temperado, 2020.

Fonte: COPATTI, 2020.

Em algumas espécies, o PVS3 pode ser menos tdéxico. Dados obtidos por Sakai,
Hirai e Niino (2008) mostraram maior taxa de recuperacdo dos explantes quando
imersos em solucdo crioprotetora contendo glicerol e sacarose (componentes da
PVS3), em comparagdo com 0s explantes que ndo passaram por essa solucdo. Em
geral, porém, a PVS3 requer maior tempo de exposicado do que PVS2, devido ao seu
comportamento penetrante (BENSON, 2008; KELLER, 2002).
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Estudos adicionais devem ser conduzidos para a obtencdo de mais dados
buscando o0 sucesso da criopreservacdo utlizando encapsulamento. Os
procedimentos de encapsulamento sdo trabalhosos e demorados, podendo levar
horas ou dias em tratamentos pré-criogenia e horas para a desidratagcdo; além disso,
a toxicidade dos agentes crioprotetores e 0 manuseio dos explantes pode diminuir a
eficiéncia deste método de conservacdo. Porém, se bem executado, o

encapsulamento traz inimeros beneficios ao manejo de gendétipos de Rubus.
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4 Conclusodes

Experimento 1: quanto & composi¢céo da capsula para ‘BRS Xingu’, o alginato de
calcio em meio MS com ou sem carvdo ativado pode ser utilizado, nao

necessitando a adicéo de BAP;

Experimento 2: a criopreservacdo de ‘BRS Xingu’ pré-tratado com sacarose e
vitrificada com PVS2 apresenta sobrevivéncia maior quando acido ascorbico é

adicionado a capsula;

Experimento 3: a adicdo da citocinina BAP (0,8 mg L) apresenta maior eficiéncia
na regeneracao de explantes de amoreira-preta ‘BRS Xingu’;

Experimento 4: a desidratacdo de capsulas de ‘BRS Xingu’ por até 90 minutos,
independente do agente desidratante, nao foi suficiente na redu¢cdo da umidade

do conjunto capsula /explante;

Experimento 5: a exposi¢ao de cdpsulas de ‘BRS Caingua’ a solugéo de vitrificacdo
PVS2 por 30 minutos parece ser o tempo ideal por ndo apresentar toxidez;

Experimento 6: o pré-tratamento de ‘BRS Caingua’ antes do encapsulamento em
meio com 0,3 M de sacarose é menos téxico do que com DMSO 5%;

Experimento 7: para o encapsulamento-desidratacdo de ‘BRS Xingu’, a exposicao

a PVS2 pareceu ser menos toxica que a PVS3.



CAPITULO 2

Vitrificagdo — Agentes crioprotetores PGD ou PVS2 em métodos de
criopreservacao classico e moderno para a conservacao in vitro de

amoreira-preta



Introducao

O programa de melhoramento genético de amoreira-preta da Embrapa Clima
Temperado vem contribuindo, nos ultimos 48 anos, com o langamento de cultivares
gue apresentam alto impacto econdmico e social na fruticultura de clima temperado
brasileira, como o0 caso da ‘Tupy’ e mais recentemente da ‘BRS Xingu’ (2015) e da
‘BRS Caingua’ (2019).

Um dos grandes desafios é a manutencdo de grande volume de plantas dos
BAGs e cole¢Bes de campo. Visando contornar este problema, desde a década de 80,
o Laboratorio de Cultura de Tecidos (LCT) da Embrapa Clima Temperado iniciou a
aplicacdo de técnicas de micropropagacédo, 0 que proporciona a obtencdo de mudas
de elevada qualidade fitossanitaria para o programa de melhoramento genético.

O LCT realiza a conservacéo de parte dos genétipos de interesse ao programa
de melhoramento genético da amoreira-preta. Porém, o simples cultivo in vitro destes
materiais demanda mao-de-obra especializada para a realizacdo de subcultivos
frequentes e, ainda assim, ha a possibilidade de contaminacdes e variacdo
somaclonal e elevado custo com pessoal, equipamentos e material de consumo.

Por isso, esforcos vém sendo realizados para melhorar e ampliar o tempo e a
qualidade da conservacéo in vitro. Uma das formas mais promissoras de conservacao
a longo prazo é a criopreservacédo, pois pode contornar problemas como doencas e
danos ambientais capazes de afetar materiais conservados por outros métodos ex
situ, como cultura de meristemas ou apices caulinares. A conservacao em longo prazo
proporciona vantagens como reducao ou eliminacdo de danos genéticos, diminuicao
da necessidade de avaliacBes periddicas e controle da viabilidade, proporcionando a
preservacdo de colecbes por longos periodos, com seguranca, baixo custo de
manutencdo e 0 armazenamento em pequenos volumes

A possibilidade de formacao de cristais de gelo no interior das células, com o
consequente rompimento destas, é a principal causa de inviabilidade dos métodos de
criopreservagdo. Para contornar este problema, os procedimentos baseados na
vitrificacdo sdo os métodos modernos mais utilizados. Nesses protocolos, preconiza-
se o resfriamento ultrarrapido dos tecidos vegetais e das solug¢Bes protetoras. A
vitrificacdo trata-se de um processo fisico no qual uma solucdo aquosa se solidifica
em um solido metaestavel amorfo, minimizando ou até mesmo inibindo a formacéo de
cristais de gelo (NADARAJAN et al., 2020).
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Para a vitrificacdo de explantes de plantas, uma prévia desidratacao fisica ou
osmotica pode ser necessaria, e isso pode ser feito utilizando um meio de cultura com
maior osmolaridade, pela adicdo de uma maior concentracdo de sacarose, por
exemplo. Em seguida, uma solugdo osmoprotetora € utilizada para fazer o chamado
“carregamento” — uma preparacao biofisica dos tecidos vegetais para o estresse
osmotico a que serdo submetidos depois. A solucdo de carregamento mais comum foi
descrita por Nishizawa et al. (1992), conhecida por loading solution (LS) e é composta
por uma mistura de sacarose, glicerol e DMSO.

Na sequéncia, sao utilizadas solucdes de vitrificacao (plant vitrification solution
— PVS) que possuem caracteristicas proprias desejaveis para a criopreservacao: em
baixas temperaturas, a viscosidade das PVS aumenta, formando um estado vitreo
amorfo sem que ocorra a formacédo de cristais de gelo (TEIXEIRA et al., 2014). Sao
compostas por uma mistura de agentes crioprotetores penetrantes, como glicerol,
DMSO e propilenoglicol; e agentes crioprotetores ndo penetrantes, como sacarose,
glicose, manitol e sorbitol.

O tipo de resfriamento também pode afetar o sucesso da vitrificagcdo seguida
de criopreservacédo. O resfriamento lento oferece uma maior taxa de perda de agua
da célula, minimizando a formacédo de gelo, porém maximizando a concentracao
intracelular dos agentes protetores, que podem ser toxicas aos tecidos vegetais. O
resfriamento rapido, por outro lado, minimiza a concentracdo de soluto, mas pode
ocasionar a formacéo de cristais de gelo, uma vez que a 4gua podera ndo ter migrado
suficientemente para fora da célula.

Com o objetivo de adaptar um método de criopreservacao reproduzivel para
alguns genodtipos de amoreira-preta conservados no pais, a vitrificagdo foi estudada
nesta parte do trabalho.
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2 Material e métodos

2.1 Material Vegetal

Os gendtipos de amoreira- preta (Rubus sp.) ‘BRS Xingu’, ‘BRS Cainguad’,
‘Tupy’ e ‘Comanche’, utilizados para os estudos de vitrificacdo, foram multiplicados a
partir da colecéo de trabalho mantidos in vitro, pelo Laboratorio de Cultura de Tecidos

(LCT) da Embrapa Clima Temperado.

2.2 Cultivo e Multiplicagcao

Para o cultivo e multiplicagdo in vitro das cultivares em estudo, foram
multiplicados segmentos caulinares de plantas previamente estabelecidas e
cultivadas in vitro em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 100%,
acrescido com 0,09 mol L* de sacarose, gelificado com 7,5 g L't 4gar e suplementado
com a citocinina BAP (0,8 mg L). O pH do meio foi ajustado para 6,0+0,1 antes da
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Este meio de cultura de multiplicacado
serd denominado ao longo deste trabalho de MM e é descrito em detalhes por Dutra
et al. (2010).

Os explantes utilizados nos experimentos foram multiplicados sequencialmente
sempre que havia a necessidade de maior quantidade de material propagativo. Foram
excisados segmentos nodais contendo duas gemas cada e cultivados durante 30 dias,
em frasco de vidro com 30 mL de meio de cultura, em sala de crescimento com

fotoperiodo de 16 h sob irradiancia de 36 umol m-?s e temperatura de 23+2 °C.

2.3 Vitrificacao

Foi testada a viabilidade do uso da solugdo de vitrificagdo PGD com

resfriamento lento ou rapido para a cultivar ‘BRS Caingud’. Em seguida, foi avaliada a

vitrificacdo de ‘BRS Xingu’ com resfriamento rapido e lento e solugdo PVS2. Seguindo
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as adaptacdes do protocolo de vitrificacdo, os resfriamentos lento e rapido com PVS2
em ambiente resfriado (4 °C) foram testados para explantes de ‘Tupy’ e ‘BRS Xingu'.
Por fim, conforme os resultados foram sendo positivos nos testes anteriores, foi feito
um experimento com quatro cultivares: ‘Comanche’, ‘Tupy’, ‘BRS Xingu' e ‘BRS
Caingud@’, comparando também os resfriamentos lentos e rapidos, em ambientes

resfriados.
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2.3.1 Experimento 8 — Condicionamento com sacarose e DMSO,

criopreservacao com ou sem PGD e resfriamento lento

Plantas de amoreira-preta ‘BRS Caingua’, apés multiplicadas, permaneceram
em sala de crescimento durante 30 dias (secdo 2.2). Decorrido esse periodo, os
frascos contendo as plantas em pleno crescimento foram dispostos em BOD com
temperatura diurna de 20+1 °C e fotoperiodo de 8 h e temperatura noturna de 0+1 °C
(16 h de escuro), durante 15 dias.

Decorridos os 15 dias de pré-condicionamento, os propagulos foram excisados
das matrizes e dispostos em placas de Petri estéreis acrescidas de meio MS contendo
0,3 mol L de sacarose e DMSO (5%), gelificado com agar (7,5 g L?), dispostas em
camara BOD, no escuro e com temperatura de 6+1 °C, por 24 h.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2
— sem congelamento, congelamento lento ou ultrarrdpido e criotubos com ou sem
adicdo da solucao de vitrificagdo PGD, totalizando quatro tratamentos mais dois
controles (com e sem exposicdo ao PGD) que ap0s o tratamento foram dispostos em
sala de crescimento sem passar pelo congelamento, cada tratamento sendo composto
por cinco repeti¢cdes e cinco gemas por repeticao.

Apés as 24 h de desidratacdo e pré-osmoprotecdo, os segmentos foram
coletados e depositados em criotubos contendo 1 mL da solugao de vitrificagdo PGD,
durante 60 minutos. Decorrido esse periodo, trocou-se a solugdo por uma nova
aliquota, para os tratamentos criopreservados com solucdo e retirou-se a solucdo
PGD dos que foram congelados sem adi¢c&o do crioprotetor.

Os tratamentos testados foram os seguintes:

T1 — Controle sem PGD, sem resfriamento;

T2 — Controle com PGD, sem resfriamento;

T3 — Sem PGD, resfriamento lento (-1 °C min até -20 °C), imersdo em NL;
T4 — Com PGD, resfriamento lento (-1 °C min! até -20 °C), imersdo em NL;
T5 — Sem PGD, resfriamento rapido (imersdo em NL);

T6 — Com PGD, resfriamento rapido (imers&o em NL);
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Os explantes dos tratamentos submetidos a resfriamento rapido foram imersos
em nitrogénio liquido, onde permaneceram por sete dias ou aqueles submetidos a
resfriamento lento foram dispostos em recipiente préprio para este fim. Empregaram-
se embalagens crioprotetoras (NALGENE® MR. FROSTY® CRYO -1° C FREEZING
CONTAINERS) adicionadas de isopropanol, onde se inseriram o0s criotubos. Os
containers foram dispostos em freezer durante 60 minutos, ou até a temperatura dos
criotubos atingir -20 °C, momento em que os criotubos foram imersos em NL.

Ap6és os sete dias de criopreservacao, o material foi resgatado do NL, passando
entdo pelo processo de descongelamento em banho-maria com agua aquecida a 45
°C durante 2-3 minutos, até o completo aquecimento das gemas e descristalizacao do
crioprotetor. Em seguida, removeram-se os criotubos do banho-maria, retirou-se a
solugcéo PGD e adicionou-se a solucao de recuperacao (RS) composta por meio MS,
sacarose 0,09 mol L't e 1 g L de &cido ascérbico, deixando-a em contato com o0s
explantes durante 20 minutos, em temperatura ambiente (24+2 °C). ApOs o
descongelamento, os propagulos foram dispostos em frascos contendo meio de
cultura MS, com 0,09 mol L de sacarose, suplementado com citocinina (BAP; 0,8 mg
L1) e gelificado com 7,5 g L™ 4gar. O pH do meio foi ajustado para 6,0+0,1 antes da
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos, e os frascos permaneceram por sete dias
no escuro, com temperatura controlada de 23+2 °C. Posteriormente, foram dispostas
em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h, sob irradiancia de 36 ymol m2s? e
temperatura de 23+2 °C.

As variaveis avaliadas apos os 30 dias de cultivo foram porcentagem de
sobrevivéncia e regeneracdo de gemas dos materiais submetidos ao processo de

criopreservagao.
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2.3.2 Experimento 9 — Vitrificagc&o ‘BRS Xingu’, resfriamento rapido/lento

Plantas de amoreira-preta ‘BRS Xingu’ pré-estabelecidas in vitro foram
multiplicadas e mantidas em sala de crescimento durante 30 dias (secdo 2.2).
Decorrido esse periodo, foram excisadas gemas com comprimento entre 1 e 2 mm,
depositadas em placas de Petri descartaveis contendo 25 mL de meio de cultura MS,
acrescido de 0,3 mol L de sacarose, gelificados com 7,5 g L** 4gar, com pH ajustado
para 6,0+0,1 antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Apos distribuidos
nas placas, os propagulos permaneceram em BOD (61 °C), no escuro durante 96 h.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema unifatorial
congelamento (lento ou ultrarrapido), totalizando seis tratamentos sendo dois
controles dos quais: T1 ndo exposto ao NL e T2 exposto ao NL sem tratamentos
prévios. Cada tratamento foi composto por cinco repeticdes e cinco explantes por
repeticéo.

Os tratamentos constituiram-se da varia¢cdo do condicionamento (resfriamento

lento — RL- ou ultrarrapido — imersédo em NL):

T1 — Controle (MS, sala de crescimento);

T2 — Controle NL; (MS, sala de crescimento);

T3 - LS (20 min); PVS2 (40 min); RS (20 min.); MS; escuro (7 dias);

T4 — LS (20 min); PVS2 (40 min); NL (7 dias); RS (20 min.); MS; escuro (7 dias);

T5 — LS (20 min); PVS2 (40 min); RL (90 min); RS (20 min.); MS; escuro (7 dias);

T6 — LS (20 min); PVS2 (40 min); RL (90 min); NL (7 dias); RS (20 min.); MS; escuro
(7 dias);

Os explantes dos tratamentos submetidos a resfriamento ultrarrapido foram
imediatamente imersos em nitrogénio liquido, onde permaneceram por sete dias. Para
o0 congelamento lento, os criotubos foram dispostos em embalagens destinadas ao
resfriamento lento (NALGENE® MR. FROSTY® CRYO -1° C FREEZING
CONTAINERS). Os containers foram dispostos em freezer durante 60 minutos, ou até
a temperatura dos criotubos atingir -20° C, momento em que o0s criotubos foram

imersos em NL.
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Apos os sete dias de criopreservacao, o material foi resgatado do NL, passando
entdo pelo processo de descongelamento em banho-maria com agua aquecida a 45
°C durante 2-3 minutos, até o completo aquecimento das gemas e descristalizacao do
crioprotetor. Em seguida, removeram-se os criotubos do banho-maria, retirou-se a
solucdo PVS2 e adicionou-se a solucdo de recuperacao RS, deixando-a em contato
com o0s explantes durante 20 minutos, a temperatura ambiente (24+2 °C). Os
propagulos entdo foram inoculados em frascos contendo meio de cultura MS, com
0,09 mol L de sacarose, suplementado com citocinina (BAP; 0,8 mg L™?) e gelificado
com 7,5 g Lt de agar. O pH do meio foi ajustado para 6,0+0,1 antes da autoclavagem
a 121 °C, durante 20 minutos, permanecendo por sete dias no escuro, com
temperatura controlada de 23+2 °C.

Posteriormente, foram dispostos em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 h, sob irradiancia de 36 pmol m2s e temperatura de 23+2 °C.

As variaveis avaliadas apos os 30 dias de cultivo foram a porcentagem de
sobrevivéncia e regeneracdo de gemas dos materiais vegetais submetidos aos

experimentos de vitrificagao.
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2.3.3 Experimento 10 — Vitrificagc&o ‘BRS Xingu’ e ‘Tupy’, resfriamento lento e

rapido em ambiente resfriado

Plantas de amoreiras-pretas ‘Tupy’ e ‘BRS Xingu’ foram multiplicadas e
mantidas em sala de crescimento durante 30 dias (sec&o 2.2). Decorrido esse periodo,
os frascos foram submetidos ao condicionamento de frio em BOD (0+1 °C e 16 h de
escuro/20£1 °C e 8 h de luz), durante 15 dias. Foram excisados segmentos caulinares
com comprimento aproximado entre 1 e 2 mm, os quais foram inoculados em placas
de Petri descartaveis contendo 25 mL de meio de cultura MS, acrescido de 0,3 mol L
! de sacarose, gelificados com 7,5 g L* 4gar, com pH ajustado para 6,0+0,1 antes da
autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. ApGs distribuidos nas placas, 0s
propagulos permaneceram em BOD (6+1 °C), no escuro durante 24 h.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos
por cultivar, cada tratamento composto por cinco repeticdes e cinco explantes por
repeticdo. Os tratamentos constituiram-se da variacdo quanto ao resfriamento lento
(RL) ou ultrarrdpido (imersdo direta em nitrogénio liquido — NL), sendo assim

distribuidos:

T1 — Controle (MS+BAP 0,8 mg L*+GA3 0,1 mg L), sem resfriamento;

T2 — Controle pré-congelamento, LS (20 min) + PVS2 (40 min) + RS (20 min) + MS
(MS+BAP 0,8 mg L'1+GAs3 0,1 mg L1), sem resfriamento;

T3 -LS (20 min) + PVS2 (40 min) + NL (7 dias) + RS (20 min) + MS (MS+BAP 0,8 mg
L1+ GA3 0,1 mg L?Y);

T4 - LS (20 min) + PVS2 (40 min) +RL (60 min.) + NL (7 dias) + RS (20 min) + MS
(MS+BAP 0,8 mg L*+GA3 0,1 mg LY).

Os tratamentos controle, foram inoculados e dispostos em sala de crescimento
com temperatura e luminosidade controladas, 23+2 °C e fotoperiodo de 16 h sob
irradiancia de 36 umol m2s1, respectivamente. O tratamento pré-congelamento, assim
como os explantes criopreservados, passaram pelas etapas de condicionamento em
solugdo de carregamento LS durante 20 minutos em temperatura de 4 °C, esta
solucéo foi trocada pela solucéo de vitrificagdo PVS2 que foi deixada em contato com
0os propagulos por um periodo de 40 minutos também a 4 °C. Posteriormente,

substituiu-se a solugdo do controle pela solucdo RS na qual os propagulos
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permaneceram por mais 20 minutos antes de serem dispostos nos frascos contendo
meio de cultura MS + BAP 0,8 mg L'+ GA3 0,1 mg L%, meio este que foi denominado
meio de multiplicagdo 2 — MM2.

Nos tratamentos a serem criopreservados, realizou-se a troca da aliquota inicial
de PVS2 por uma nova fracdo. Neste momento, as parcelas dos tratamentos em
resfriamento rapido foram imediatamente submetidas ao NL, onde permaneceram por
sete dias. O material a ser resfriado para congelamento lento foi disposto em
embalagens destinadas para este fim (NALGENE® MR. FROSTY® CRYO -1° C
FREEZING CONTAINERS) adicionadas de isopropanol. Os containers foram
dispostos em freezer durante 60 minutos, ou até a temperatura dos criotubos atingir
-20° C, momento em foram imersos em NL.

Apbs os sete dias de criopreservacao, o material foi resgatado do NL, passando
entdo pelo processo de descongelamento em banho-maria com agua aquecida a 45
°C durante 2-3 minutos, até o completo aquecimento das gemas e descristalizacao do
crioprotetor. Em seguida, removeram-se os criotubos do banho-maria, retirando-se a
solugdo PVS2 e adicionando a solucéo de recuperacao RS, deixando-a em contato
com os explantes durante 20 minutos, em temperatura ambiente (24+2 °C). Os
propagulos entdo foram inoculados em frascos contendo meio de cultura MS, com
0,09 mol L de sacarose, suplementado com citocinina (BAP 0,8 mg L) e gelificado
com 7,5 g L agar. O pH do meio foi ajustado para 6,0+0,1 antes da autoclavagem a
121 °C, durante 20 minutos, permanecendo por sete dias no escuro com temperatura
controlada de 23+2 °C. Posteriormente, foram dispostos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 h, sob irradiancia de 36 umol m=2s e temperatura de 23+2 °C.

As variaveis avaliadas apés os 30 dias de cultivo foram: porcentagem de
sobrevivéncia e regeneracdo dos tecidos submetidos ao procedimento de

criopreservacao.
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2.3.4 Experimento 11 — Pré-condicionamento e vitrificag&o de cultivares de

amoreira-preta

Plantas de amoreiras-pretas ‘Comanche’, “Tupy’, ‘BRS Xingu’ e ‘BRS Caingua’
pré-estabelecidas in vitro foram multiplicadas em MM2 (MS + BAP 0,8 mg L1+ GAs
0,1 mg L) e mantidas em sala de crescimento durante 30 dias. Apds esse periodo,
os frascos contendo as plantulas em pleno crescimento foram dispostos em BOD com
temperatura diurna de 20+1 °C, e fotoperiodo de 8 h e temperatura noturna de 01 °C
(16 h de escuro), durante 21 dias.

Decorridos os dias de condicionamento, os propagulos foram excisados das
matrizes e dispostos em placas de Petri estéreis contendo 25 mL de meio de cultura
MS e seus sais, acrescido de 0,3 mol L de sacarose e gelificado com agar 7,5 g L1,
com pH ajustado para 6,0+0,1 antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos.
As placas foram dispostas em camara BOD, no escuro e com temperatura de 6+1 °C,
permanecendo nessas condi¢des por 24 h.

Os tratamentos constituiram-se na aplicacdo de metodologia de resfriamento
rapido e lento para criopreservacédo de propagulos das quatro cultivares, utilizando-se
solucbes osmoprotetoras e solugdes de vitrificacdo mantidas a baixa temperatura

durante o condicionamento (4 °C) e a presenca ou ndo do PVS2 no criotubo.

T1 — Controle pré-congelamento — LS (20 min) + PVS2 (40 min) + RS (20 min) + MS
+BAP 0,8 mg L%+ GA3 0,1 mg L%

T2 — LS (20 min) + PVS2 (40 min) + NLcomPVS2 (7 dias) + RS (20 min) + MS
(MS+BAP 0,8mg L1+GAz 0,1mg L1);

T3 - LS (20 min) + PVS2 (40 min) + RL (60 min) + NLcomPVS2 (7 dias) + RS (20 min)
+ MS (MS+BAP 0,8mg L1+GAs3 0,1mg L1).

T4 - LS (20 min) + PVS2 (40 min) + NL (7 dias) + RS (20) + MS (MS+BAP 0,8 mg L-
1+GA3 0,1 mg L?Y).

Os tratamentos controles foram inoculados e dispostos em sala de crescimento
com temperatura e luminosidade controladas, 23+2°C e fotoperiodo de 16 h sob
irradiancia de 36 ymol m2s1, respectivamente. O tratamento pré-congelamento (T2),
assim como o0s explantes criopreservados, passaram pelas etapas de

condicionamento em solugédo LS durante 20 minutos em temperatura de 4 °C,
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trocando-se em seguida pela solucao de vitrificacdo PVS2, deixando-o em contato
com os propagulos por um periodo de 40 minutos a 4°C. Posteriormente, substitui-se
a solucdo do controle pela solucdo RS na qual os propagulos permaneceram por mais
20 minutos antes de serem dispostos nos frascos contendo meio de cultura.

Nos tratamentos T2 e T3, foi realizada a troca da aliquota inicial de PVS2 por
uma nova fracdo, enquanto no tratamento T4 a solucéo inicial de PVS2 foi apenas
retirada. Nesse momento, os explantes a serem submetidos ao resfriamento
ultrarrapido foram imediatamente imersos em NL. Os materiais resfriados com taxa
de congelamento lento, por sua vez, foram dispostos em embalagens crioprotetoras
(NALGENE® MR. FROSTY® CRYO -1° C FREEZING CONTAINERS) adicionadas de
isopropanol. Os containers foram dispostos em freezer durante 60 minutos, ou até a
temperatura dos criotubos atingir -20° C, momento em que foram imersos em NL.

ApOs os sete dias de criopreservacao, o material foi resgatado do NL, passando
entdo pelo processo de descongelamento em banho-maria com agua aquecida a 45
°C durante 2-3 minutos, até o completo aquecimento das gemas e descristalizacdo do
crioprotetor. Em seguida, removeram-se os criotubos do banho-maria, retirando-se a
solucdo PVS2 e adicionando a solucdo de recuperacdo RS, deixando-a em contato
com os explantes durante 20 minutos, em temperatura ambiente (24+2 °C). Os
propagulos entdo foram inoculados em frascos contendo meio de cultura MS, com
0,09 mol L de sacarose, suplementado com citocinina (BAP; 0,8 mg L) e gelificado
com 7,5 g L't 4gar. O pH do meio foi ajustado para 6,0+1 antes da autoclavagem a
121 °C, durante 20 minutos, permanecendo por 7 dias no escuro com temperatura
controlada de 23+2 °C.

Posteriormente, os frascos foram dispostos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 h, sob irradiancia de 36 ymol m2s e temperatura de 23+2 °C.

Os tratamentos constituiram-se da variacdo do condicionamento pré-
congelamento (resfriamento lento ou ultrarrapido). O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado e um fator experimental caracterizado como congelamento
(lento ou ultrarrapido), totalizando quatro tratamentos para cada cultivar (16
tratamentos totais), cada tratamento composto por cinco repeticbes e cinco
propagulos por repetigéo.

As variaveis avaliadas apos os 30 dias de cultivo foram porcentagem
sobrevivéncia e regeneracdo, apO0s a criopreservacdo de explantes axilares de

amoreiras-pretas.
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2.4 Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos adotando-se o delineamento inteiramente
ao acaso. Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk; a homocedasticidade pelo teste de Hartley; e a independéncia dos residuos por
analise gréafica. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia
através do teste F (p<0,05). Constatando-se significAncia estatistica, os dados foram
comparados por testes de probabilidade quando as variaveis se apresentarem de
forma qualitativa, de acordo com a necessidade apresentada pelos dados de cada

experimento.
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3 Resultados e Discussao

A seguir serdo expostos o0s resultados alcancados a partir da técnica de
criopreservacao por vitrificacdo do material propagativo de Rubus pela imersdo em
NL:

3.1 Experimento 8 — Condicionamento com sacarose e DMSO,

criopreservacao com ou sem PGD e resfriamento lento

No presente experimento, ndo se obteve sobrevivéncia de explantes expostos
ao NL, independentemente do método de resfriamento (RL ou RU). Além da necrose
total dos materiais expostos ao NL (Figuras 9C, 9D, 9E, 9F), houve também
mortalidade dos explantes controles pré-tratados em sacarose e DMSO e expostos a
solucdo PGD (68% de mortalidade) (Figura 9B). Essa perda de material propagativo
pode ter ocorrido devido a excessiva desidratacdo da combinacédo dos reguladores
sacarose e do DMSO em contato excessivo com 0s explantes ou pelos componentes
da formula PGD em contato com os tecidos vegetais.

Ao pesquisarem o comportamento pds-criopreservacao de oito cultivares e trés
selecBes de framboeseira vermelha, utilizando a metodologia de vitrificacdo em gota
de DMSO, Kovalchuk et al. (2010) obtiveram taxas de 20 a 81% (média 60,5%) de
regeneracao. Possivelmente a utilizacdo da vitrificagdo em gota atingiu alta taxa de
resfriamento (devido a folha de aluminio). Assim os solutos intra e extracelulares nao
formaram cristais de gelo, que poderiam romper as membranas e organelas.

Nos tratamentos sem imersdo em NL, explantes pré-tratados, que ndo foram
expostos a solucdo PGD, apresentaram sobrevivéncia média de 92%, mesmo
expostos durante 24 h a dessecacdo. Diferentemente dos dados obtidos no presente
estudo, a primeira literatura a descrever a aplicacdo de técnicas de criopreservacao
em plantas de Rubus utilizou a combinacdo de crioprotetor PGD (REED;
LAGERSTEDT, 1987).

Para o resfriamento em taxas variaveis e a utilizacdo da solugdo PGD ocorre a
necessidade de freezers programaveis para que a taxa de resfriamento seja adequada

a cultura da amoreira-preta. A obtencdo de mais dados com utilizacdo de agentes
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osmoticos em pré-condicionamento e os métodos de RL e resfriamento RU ainda

carecem de mais estudos.

Figura 9 — Expalntes de amoreira-preta ‘BRS Caingua’ submetidas a condicionamento com sacarose e
DMSO criopreservadas com ou sem solucdo PGD nos criotubos e aplicacdo da metodologia de
resfriamento lento (A -T1 — Controle sem PGD, sem resfriamento; B -T2 — Controle com PGD, sem
resfriamento; C -T3 — Sem PGD, resfriamento lento (-1 °C min-! até -20 °C), imersdo em NL; D -T4 -
Com PGD, resfriamento lento (-1 °C mint até -20 °C), imersao em NL; E -T5 — Sem PGD, resfriamento
rapido (imersédo em NL); F -T6 — Com PGD, resfriamento rapido (imersdo em NL));

Fonte: COPATTI, 2020.
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3.2 Experimento 9 — Vitrificacdo ‘BRS Xingu’, Resfriamento Rapido/Lento

Os tratamentos propostos apresentaram poucos beneficios para a
criopreservacdo de Rubus. Os tratamentos onde ocorreu a imersdo dos tecidos
vegetais em NL (Figuras 10B, 10D, 10F) n&o apresentaram sobrevivéncia de
explantes. Observou-se que a necrose dos tecidos ocorreu com ou sem a aplicacao
prévia de tratamentos osmoprotetores, de vitrificacdo ou métodos de resfriamento

lento ou rapido.

Figura 10 — Vitrificacdo ‘BRS Xingu’, resultados obtidos no experimento 9 com a aplicagdo de técnicas
de resfriamento lento e resfriamento rapido para a criopreservacao (A -T1 — Controle (MS, sala de
crescimento); B -T2 — Controle NL; (MS, sala de crescimento); C -T3 — LS (20 min); PVS2 (40 min); RS
(20 min.); MS; escuro (7 dias); D -T4 — LS (20 min); PVS2 (40 min); NL (7 dias); RS (20 min.); MS;
escuro (7 dias); E -T5 — LS (20 min); PVS2 (40 min); RL (90 min); RS (20 min.); MS; escuro (7 dias); F
-T6 — LS (20 min); PVS2 (40 min); RL (90 min); NL (7 dias); RS (20 min.); MS; escuro (7 dias));

Fonte: COPATTI, 2020.
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O tratamento T5 (Figura 10E) apresentou 12% de sobrevivéncia, com formacao
de brotos e calos na base dos tecidos, possivelmente pela ndo aclimatacdo das
plantas ao resfriamento. Na natureza, a toleréncia ao congelamento € induzida pelo
outono (temperaturas e fotoperiodo decrescentes); em laboratério, € mimetizado pelo
uso de camaras BOD com controle de temperatura e fotoperiodo. Nesse processo, as
plantas retiram agua dos tecidos, impedindo danos celulares causados pela formacao
de cristais de gelo (TAIZ, ZEIGER; 2017). A complexidade das operagdes no RL e a
falta de equipamentos que controlam a taxa de resfriamento faz com que ocorra a
formacao de cristais de gelo nas solucfes extracelulares, causando perda de agua
pelas células no processo chamado de desidratacdo por congelamento (KIM et al.
2004; WANG et al., 2014).

Ja o tratamento T3 (Figura 10C), o qual passou por todos 0s passos da
criopreservacdo menos o resfriamento, apresentou 44% de sobrevivéncia do material.
Observou-se grande formacdo de calogénese nesse material, possivelmente
ocasionada pela presenca de BAP em excesso no meio de regeneragao, promovendo
desbalancos entre os reguladores de crescimento enddgenos e 0s exdgenos
adicionados ao meio de regeneracéo, aliado ao estresse causado aos explantes pelos
processos realizados para a aplicacéo da criopreservacao.

Quando utilizados em concentracdes inadequadas, reguladores de
crescimento podem estimular o desenvolvimento de calos (WANG et al., 2000;
LAMBARDI; FABBRI; CACCAVALE, 2000), pérem, é fundamental a regeneracéo das
culturas por meio de crescimento direto de estrutura diferenciada, sem o
desenvolvimento de calo, para evitar problemas de variacdo somaclonal
(MATSUMOTO, 2017; CHAROENSUB; HIRAI; SAKAI, 2004).

Diferentemente dos tratamentos anteriores, 0 controle apresentou,
regeneracdo meédia de 68% (Figura 10A). Apesar de ser uma boa taxa de
regeneracao, esse material ndo passou por processos de estressantes e criogénicos,
podendo ter apresentado baixa viabilidade possivelmente devido as injdrias causadas
na excisdao do explantes. Vale destacar que, para a aplicacdo das técnicas de
criopreservacdo, o tamanho dos explantes é importante, visto que, quanto menor o
explante, menor o conteddo de agua que devera ser trocado através dos processos

de desidratacao.
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3.3 Experimento 10 - Vitrificacdo ‘BRS Xingu’ e ‘Tupy’, Resfriamento Lento e

Ultrarrapido em Ambiente Resfriado

No presente experimento ocorreram elevados niveis de contaminacao fungica
em alguns tratamentos (‘BRS Xingu’ 16%, 12% e 20% de contaminacéao fungica nos
tratamentos T2, T3 e T4 (Figuras 11B, 11C, 11D), respectivamente; e ‘Tupy’ 32% e
40% nos tratamentos T2 e T3 (Figuras 11F, 11G) respectivamente). Provavelmente
isso ocorreu devido a necessidade de manejar os criotubos entre ambientes (fluxo
laminar x caixa térmica; tanque de NL x fluxo laminar) para se realizar os tratamentos
a baixa temperatura, constatando-se a necessidade de medidas para prevenir a perda
de material por contaminagdes externas. Assim, apenas puderam ser avaliados o
percentual de sobrevivéncia dos explantes uma uUnica vez, aos 30 dias de cultivo pos-
criopreservacao.

Quando se avaliou a aplicacdo de RL ou RU com a adi¢c&o de PVS2 junto aos
explantes submetidos a criopreservacdo em NL, os tratamentos propostos
apresentaram diferenca significativa para a sobrevivéncia nas cultivares de amoreira-
preta avaliadas: ‘BRS Xingu’ (F: 20,72; p<0,0001) e ‘Tupy’ (F: 46,85; p<0,0001). Apés
a recuperacdo dos explantes, constatou-se que o contato da solu¢cdo PVS2 com os
explantes resultou em elevados indices de mortalidade (50-76%), para as cultivares

‘BRS Xingu’ e ‘Tupy’ respectivamente (Tabela 5).
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Figura 11 — Vitrificagao ‘BRS Xingu’ e ‘Tupy’, aplicacdo das técnicas de resfriamento lento e ultrarrapido
em explantes submetidos ao précondicionamento (aclimatizacdo) em ambiente resfriado: A, E -T1 —
Controle (MS+BAP 0,8 mg L'+GAs 0,1 mg L%?), sem resfriamento; B, F- T2 — Controle pré-
congelamento, LS (20 min) + PVS2 (40 min) + RS (20 min) + MS (MS+BAP 0,8 mg L'1+GA3 0,1 mg L-
1), sem resfriamento; C, G -T3 - LS (20 min) + PVS2 (40 min) + NL (7 dias) + RS (20 min) + MS (MS+BAP
0,8mg L*+ GA3 0,1 mgL?);D,H-T4-LS (20 min) + PVS2 (40 min) +RL (60 min.) + NL (7 dias) + RS
(20 min) + MS (MS+BAP 0,8 mg L1+GAz 0,1 mg L1).

Fonte: COPATTI, 2020.

Tabela 5: Sobrevivéncia de explantes de amoreira-preta, ‘BRS Xingu’ e ‘Tupy’, submetidos a vitrificagdo
utilizando RL e RU (EMBRAPA Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil, 2021).

Sobrevivéncia

Tratamentos BRS Xingu' Tupy
Controle (LS, RS, MS)* 91al 96 a
LS, PVS2, RS, MS** 30b 36 cd
LS, PVS2, NL, BM, RS, MS*** Ob 24 de
LS, PVS2, RL, NL, BM, RS, MS**** 50b 28 def

* Controle: LS (20 min); PVS2 (40 min); RS (20 min); MS (0,8 mg L* BAP+ 0,1 mg L GA3); **LS (20
min); PVS2 (40 min); RS (20 min); MS; ***LS (20 min); PVS2 (40 min); NL; BM (2 min/ 45°C); RS (20
min); MS; ***LS (20 min); PVS2 (40 min); RL (60 min); NL; BM (2 min/ 45°C); RS (20 min); MS.

A Médias (de cinco repeticdes) acompanhadas por mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05) comparando os tratamentos de vitrificagdo com RL e RU.
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A imersao dos tecidos diretamente em NL apresentou efeitos diversos entre as
cultivares: ‘Tupy’ apresentou 24% de sobrevivéncia, ndo apresentando diferenga
estatistica se comparado ao tratamento que passou pelo RL antes da imersdo em NL.
Para ‘BRS Xingu’, por sua vez, ndo houve sobrevivéncia de explantes imersos
diretamente em NL; porém, quando os explantes passaram pelo processo de RL em
conjunto com a imersdo em NL, a sobrevivéncia foi de 50% de sobrevivéncia. O
resfriamento lento pode ter interferido de maneira positiva na sobrevivéncia dos
explantes de ‘BRS Xingu’. Com a diminuicdo da temperatura da solucdo de
criopreservacdo e a implementacdo do RL, ocorreu aumento da sobrevivéncia,
possivelmente a viscosidade e consequentemente a permeabilidade da solucéo
criogénica nas células vegetais diminuiu. Porém, sem cessar 0s processos de
desidratacdo osmoética dos tecidos enquanto os explantes estiveram expostos as
baixas temperaturas, diminuindo a quantidade de moléculas de agua livre e
ocasionando maior porcentagem de sobrevivéncia apés a recuperagao e regeneracao
dos genotipos criopreservados.

Durante os processos de aclimatizacdo ao frio, espécies de clima temperado
mobilizam a dgua dos vasos para impedir danos causados as células pela formacao
de cristais de gelo. As temperaturas baixas alteram as propriedades fisicas da
membrana, aumentando a rigidez, o que leva a ativacdo de mecanismos
crioprotetores e enzimas que realizam a reprogramacdo metabodlica de lipideos,
acucares, a biossintese de solutos e a desativacao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (TAIZ; ZEIGER, 2017).

A otimizacdo das concentracfes, a duracdo do pré-condicionamento e as
condi¢cbes dos explantes sdo importantes para melhorar a tolerancia ao processo de
desidratacdo. O pré-tratamento em meio rico em sacarose protege a estabilidade das
membranas sob condicfes de severa desidratacdo, aumentando as concentracdes de
amido presentes nos tecidos vegetais (MATHEW et al., 2018; KULLUS; SEROCKA,;
MIKULA, 2018).
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3.4 Experimento 11 — Pré-condicionamento e vitrificacdo de cultivares de

amoreira-preta

Quando se avaliou a aplicagcdo de RL ou RU com a adi¢cdo ou ndo de PVS2
junto aos explantes submetidos a criopreservacdo em NL, houve diferenca
significativa entre os tratamentos para a sobrevivéncia das cultivares de amoreira-
preta avaliadas: ‘Comanche’ (F: 26,43; p<0,0001), ‘Tupy’ (F: 215,0; p<0,0001), ‘BRS
Xingu’ (F: 39,97; p<0,0001) e ‘BRS Caingud’ (F: 12,58; p<0,0001).

Pelos dados obtidos no presente experimento, pode-se observar que a
aplicacao da aclimatacdo com variacédo da temperatura (0 °C noite e 20 °C dia) durante
15 dias, o pré-condicionamento com sacarose (0,3 mol L) e a imersdo em NL sem
PVS2 nos criotubos, foi o tratamento que apresentou maiores taxas de sobrevivéncia,

dentre os tratamentos propostos (Tabela 6).

Tabela 6 — Sobrevivéncia de explantes de amoreira-preta, ‘Comanche’, ‘Tupy’, ‘BRS Xingu’ e ‘BRS
Caingua’, submetidos a vitrificagéo utilizando RL e RU, com ou sem solu¢do PVS2 nos criotubos no
momento da imersdo em NL (EMBRAPA Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil, 2021).

Sobrevivéncia

Tratamento ‘Comanche’ __‘Tupy ‘BRS Xingu'_‘BRS Caingud’
,\Cg;im'e (LS, PVS2/RS, 1000a:  1000a 1000a 94,0a
LS, PVS2, PVS2+NL, BM,
RS, MS** 229c 20,0d 17,5¢ 20,0c
LS, PVS2, RL, PVS2+NL,
BM, RS, MS*** 40,0b 30,0d  30,0bc 32,0c
k/ISS,*E’XSZ, NL, BM, RS, 55,2 b 555b  43,0b 62,2b

*controle: LS (20 min); PVS2 (40 min); RS (20 min); MS (0,8 mg L* BAP+ 0,1 mg L GAs); **LS (20
min), PVS2 (40 min), PVS2+NL, BM (45°C, 2 min), RS (20 min); MS; ***LS (20 min); PVS2 (40 min),
RL (60 min) PVS2+NL, BM (45°C, 2 min), RS (20 min); MS; ****LS (20 min); PVS2 (40 min), RL (60
min) NL, BM (45°C, 2 min), RS (20 min); MS (0,8 mg L* BAP+ 0,1 mg L* GA3);

A Médias (de cinco repeticdes) acompanhadas por mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05) comparando os tratamentos de vitrificacdo com RL e RU.

Frutiferas de clima temperado, quando expostas a condicbes desfavoraveis
como temperaturas baixas ou fotoperiodos curtos, apresentam processos fisiologicos
gue levam as plantas a diminuirem ou cessarem seu crescimento; no entanto, as
atividades metabolicas ndo param. Nesse periodo hd uma necessidade de
reprogramacao celular, pois o0 amido que estava armazenado nos tecidos comeca a
ser degradado para aumentar a concentracdo de agucares solUveis e tornar o

potencial osmotico mais negativo. Esses processos sao de suma importancia para a
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planta resistir as temperaturas frias do inverno, evitando assim o congelamento dos
tecidos (TAIZ; ZEIGER, 2017). As técnicas de aclimatacéo e pré-condicionamento sao
baseadas nesse fendbmeno natural. O uso do pré-condicionamento em temperatura
alternada (22 °C 8 h dia / -1 °C noite) mais do que dobrou a regeneracao de
meristemas de Rubus criopreservados (REED, 1988; REED; LAGERSTEDT, 1987).

No pré-condicionamento para tolerarem temperaturas baixas durante o periodo
de inverno, ocorre aumento da concentracdo de acgucares, a planta perde agua e
diminui o ponto de congelamento dos solutos. Os efeitos benéficos do preé-
condicionamento ao estresse causado pelo resfriamento em NL de plantas de clima
temperado sdo demonstrados em varias culturas, como apresentado acima. Na
cultura do morangueiro, Hoéfer e Reed (2011), ao testarem diferentes protocolos,
verificaram que a aclimatagao ao frio durante 14 dias (16 h de escuro a-1 °C e 8 h de
luz a 22 °C) proporcionou maior regeneracao e menor variacao para duas cultivares
(‘Aprikose’ e ‘Herzbergs Triumph’) e trés acessos de Fragaria (F. corymbosum 28, F.
gracilis 33 e F. moupinensis 76), por exemplo.

A elevacéo do periodo de aclimatacdo ao frio de uma para até 10 semanas foi
benéfica para a recuperacdo de explantes de Rubus (>80%) ap6s o RL, a taxas
controladas e dependendo do gendtipo (CHANG; REED, 1999). Gupta e Reed (2006)
obtiveram taxas de regeneracdo de 40-75% utilizando a técnica de vitrificacao,
aplicando aos explantes LS1 (20 minutos) e ACP PVS2 (20 minutos) a 25 °C.

O pré-condicionamento a frio em meio rico em sacarose (0,3 mol L') mostrou-
se essencial para a sobrevivéncia dos explantes das cultivares de amoreira-preta aqui
avaliadas (‘BRS Xingu’, ‘BRS Cainguad’, ‘Tupy’ e ‘Comanche’). A aplicacdo de LS1 e
PVS2, em temperatura de 4 °C, apresentou resultados vantajosos para as cultivares
testadas, alcancando até 62% de sobrevivéncia para a cultivar ‘BRS Caingua’.

Em meio rico em sacarose (0,3 mol L) ocorre aumento da estabilidade das
membranas sob condi¢cdes de severa desidratacdo, aumentando as quantidades de
amido presentes nos tecidos vegetais (MATHEW et al., 2018; KULLUS; SEROCKA,;
MIKULA, 2018). Dados similares foram apresentados por Vettorazzi (2016) ao
trabalhar com criopreservacdo de explantes de batata-doce que, com o uso de
solucéo de sacarose a 0,3 mol L1, verificou que somente os tratamentos controle (sem
imersdo em NL) sobreviveram. Para Pennycooke e Towill (2004), a eliminacédo da
etapa de pré-cultivo em meio contendo sacarose resultou na morte de todos os

explantes criopreservados. O pré-cultivo em meio contendo sacarose é essencial para
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a sobrevivéncia dos explantes criopreservados (PENNYCOOKE; TOWILL, 2001;
SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008).

Vale destacar que em todos os tratamentos houve formacgéo de calos. Apesar
de ser um bom indicativo para a sobrevivéncia do material vegetal, a formacao de
calos pode ndo ser adequada para a preservacao de gendtipos especificos. Calos
podem influenciar a viabilidade genética do material criopreservado prejudicando a
identidade genética pelas variagdes somaclonais que podem ocorrer nas plantas
regeneradas.

Em métodos de criopreservacéao, estresses incluindo pré-cultivo, carregamento
e exposicdo de PVS2 podem induzir alteracbes epigenéticas (BEDNAREK;
ORLOWSKA, 2019). O PVS2 é um osmoprotetor muito eficiente, mas a exposicao
prolongada dos explantes muitas vezes causa a toxicidade. Com a diminui¢do da
temperatura da solucdo ocorre aumento da viscosidade e consequentemente a
permeabilidade da solucdo nas células vegetais diminui. Nesse caso, a toxicidade
causada pelo DMSO presente na solugcéo afeta em menor grau os tecidos vegetais,
diminuindo o estresse osmotico por excesso de desidratacdo e ocasionando maior
porcentagem de sobrevivéncia ap0s a recuperacdo e regeneracdo dos genotipos
criopreservados (TEIXEIRA, 2014; DIGILIO, 2014).

Em geral, para a recuperacdo de genotipos de Rubus, todas as trés técnicas
principais sdo diretamente aplicaveis. Por exemplo, Gupta e Reed (2006), avaliando
a técnica de vitrificacdo com carregamento em LS (90 minutos) e 180 minutos em
solucéo de criopreservacdo PVS2, apresentaram média de 71% de regeneracao.
Wang et al., (2005), aplicando a técnica de encapsulamento-desidratacéo, obtiveram
média de 50% de regeneracéo, quando desidratadas a 17% de umidade, enquanto
apos a aplicacado da técnica de encapsulamento-vitrificacdo obtiveram média de 68%
de regeneracdo com exposicao a solucao LS (90 minutos) e 180 minutos em PVS2.

A Figura 12 representa os resultados obtidos neste experimento. Nela séo
apresentadas duas parcelas de cada tratamento para cada uma das cultivares
estudadas.
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Figura 12 — Pré-condicionamento e vitrificacdo de cultivares de amoreira-preta (‘Comanche’, ‘Tupy,
‘BRS Xingu’ e ‘BRS Caingud’), T1 - controle; T2 - LS, PVS2, NL com PVS2, BM, RS, MS; T3 - LS,
PVS2, RL, NL com PVS2, BM, RS, MS; T4 - LS, PVS2, RL, NL, BM, RS, MS.

Fonte: COPATTI, 2020.

A sobrevivéncia e o desenvolvimento pés-criopreservagdo sao um desafio a ser
superado; estudos demonstram que, além do estado fisioldgico, das caracteristicas
dos explantes (tamanho e teor de agua dos tecidos), a taxa de resfriamento e a
tolerancia ao frio podem estar envolvidas com a procedéncia dos genitores do material
vegetal, influenciando diretamente os resultados alcangados. Em trabalhos com
espécies de groselhas, pesquisadores constataram que a cultivar comercial de Ribes
nigrum (Ben More), criada com genitores provenientes do norte da Europa, é mais
tolerante ao resfriamento em comparacdo com Ribes ciliatum, espécie selvagem
originaria do México (BRENNAN, 1996; DUMET et al., 2000).

Ao final dos trabalhos realizados, obteve-se éxito na criopreservacao de
genotipos de amoreiras-pretas, alcancando niveis satisfatorios de sobrevivéncia (43%
a 62%) aplicando-se as técnicas de vitrificacdo ao material. A partir da imersdo em NL
sem PVS2 dentro do criotubo, aliado ao pré-cultivo com temperatura alternada (0 °C
noite e 20 °C dia) e pré-condicionamento em sacarose 0,3 mol L. Isto sugere que
este tratamento, pode ser utilizado para criopreservar genotipos pertencentes ao
género Rubus.
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5 Conclusao

e Experimento 8. a criopreservacéo de explantes vitrificados de ‘BRS Caingua’

nao foi possivel neste experimento, ndo houve sobrevivéncia dos explantes;

e Experimento 9: para a vitrificacdo de ‘BRS Xingu’, mesmo sem imersdo em NL,

baixas taxas de sobrevivéncia foram obtidas;

e Experimento 10: a aclimatacdo com variacdo de temperaturas e fotoperiodo,
aliado ao uso das solucdes de criopreservacdo em ambiente resfriado e o
resfriamento lento antes da imersdao em NL possibilitou a recuperagéo de
explantes de ‘Tupy’ e ‘BRS Xingu’;

e Experimento 11: a imersdo em NL sem PVS2 dentro do criotubo apresentou
niveis satisfatérios de regeneracdo (43% a 62%), sugerindo que este
tratamento, aliado ao pré-cultivo com temperatura alternada (0 °C noite e 20 °C
dia) e pré-condicionamento em sacarose 0,3 mol L, pode ser utilizado para

criopreservar genétipos pertencentes ao género Rubus.



Considerac0es finais

A criopreservacéo pode fornecer um método de manutencgédo a longo prazo de
baixo custo e que mantém o material genético livre dos danos edafoclimaticos ao qual
0S genotipos estdo expostos quando mantidos em colecdes in situ e ex situ. O referido
método traz também, beneficios em ralacdo aos bancos genéticos mantidos in vitro,
pois proporciona a reducdo da probabilidade de variagdo genética devido aos
frequentes subcultivos. A manutencédo de duplicatas de cultivares elite ou mesmo de
genaotipos selvagens visa a protecéo e pluralidade de genes de importancia vital ao
desenvolvimento de novas cultivares, aptas a sobreviverem e produzirem, diante das
adversidades ambientais que possam ocorrer.

E notdrio que as técnicas de criopreservacio podem ser aplicadas com elevada
probabilidade de éxito ao género Rubus. Entretanto, por se tratar do primeiro teste
realizado com gendétipos de Rubus, que se tem noticia no Brasil, a implantacdo de
métodos e protocolos provenientes de outros laboratérios ou centros de pesquisa
pode ser desafiadora, devido as variacbes de equipamentos, qualidade dos
reagentes, da fonte de explantes e dos gendtipos e operadores de cada laboratorio,
entre outros.

Nos experimentos propostos neste trabalho, foi demonstrado que héa variacdes
entre as cultivares e os protocolos testados. Foi possivel reunir informacdes durante
os estudos e aplicacdo dos protocolos de criopreservacado, em genétipos de amoreira-
preta, que mostram que:

e A qualidade, a sanidade e o tempo de cultivo do material propagativo,
pré-criopreservacdo, assim como as caracteristicas poés-recuperacao
como a qualidade e quantidade de iluminagcdo e a temperatura
ambiental, sdo fundamentais ao bom rendimento das técnicas
criogénicas;

¢ A adicao de antioxidantes aos variados processos aos quais 0s materiais
vegetais estdo expostos durante a aplicacao das diferentes técnicas de
criopreservagdo, pode prevenir potenciais danos causados pelo

estresse oxidativo aos tecidos vegetais;
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e Hé&necessidade de se aprimorar periodos de tempo e temperaturas para
a exposicao dos explantes com as solugdes crioprotetoras, evitando a
ocorréncia de danos aos tecidos vegetais pela exposi¢cdo aos ACPs;

e O periodo de dessecacao fisica se faz necessario para a técnica de
encapsulamento, devendo ser mais bem compreendido se aplicado a
Rubus;

e Ha importancia de treinamento de pessoal e estrutura adequada para o
desenvolvimento das técnicas de criopreservacao;

e Ha necessidade de se obter ao menos 40% de regeneracdo, para o
maior numero possivel de gendtipos criopreservados, conferindo, assim,
viabilidade aos protocolos;

e A possibilidade de os gendtipos apresentarem variacdo quando imersos
em NL, pode estar ligada com a genética dos parentais e sua capacidade
intrinseca de condicionamento ao resfriamento.

O desenvolvimento de técnicas e protocolos eficientes de criopreservacao
vegetal sdo fundamentais para manter e conservar genétipos das mais variadas
naturalidades. Além do armazenamento de germoplasma, em pequenos volumes, a
manutencdo da estabilidade genética por periodo ilimitado torna a criopreservacao
uma técnica das mais vantajosas e eficientes, segura e de baixo custo.

Entretanto, ainda existem lacunas significativas, em nosso entendimento, a
serem superadas. Assim, sao necessarios esforcos continuados visando
compreender os efeitos conflitantes de protecdo ao resfriamento e as baixissimas
temperaturas versus a toxicidade e danos resultantes dos procedimentos e técnicas
de aplicacdo de solucdes osmoprotetoras, que Sao necessarios ao processo da
criopreservagao.

Ao final do ciclo de criopreservacédo, busca-se obter plantas completamente
funcionais. Para isso elencamos a seguir algumas sugestdes que podem ser seguidas
possibilitando a continuidade do presente trabalho:

e Os explantes das cultivares a serem criopreservados devem ser
subcultivados por até 30 dias antes da aplicacdo das técnicas de
criopreservacgao, evitando-se materiais vegetais que possam estar em

estresse devido ao esgotamento nutricional do meio de cultura;
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A aplicagdo de pré-condicionamento aos materiais a serem
criopreservados deve durar ao menos 21 dias, aplicando-se
temperaturas (0 e 18+2 °C) e fotoperiodo variaveis (8 h e 16 h) nos
periodos correspondentes ao ‘dia’ e ‘noite’ respectivamente;

A desidratacdo e osmoprotecdo sdo imprescindiveis ao sucesso da
criopreservacao, devendo ser demandado o tempo necessario para a
dessecacéao tanto fisica quanto osmotica dos tecidos vegetais, para que
0 conteudo de agua intra e extracelular seja reduzido a um nivel ideal,
tal que possam suportar o estresse causado pelo resfriamento em NL;
As solucbes LS, PVS2 e RS resfriadas (0-4 °C) apresentaram resultados
satisfatorios quando aplicadas aos explantes das cultivares estudadas
(‘Comanche’, ‘Tupy’, ‘BRS Xingu’ e ‘BRS Caingud’);

Apbs a recuperacdo dos genotipos do nitrogénio liquido, a regeneragao
deve ser realizada em meio rico em sacarose, evitando-se, assim, a
variacao brusca do potencial osmético dos tecidos vegetais e hidratacédo

descontrolada dos mesmos.
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