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RESUMO 

 

Neste trabalho foi realizada a transformação genética de Eucalyptus grandis X Eucalyptus 

urophylla com o gene OsCesA4, responsável pela biossíntese de celulose na parede celular 

secundária. Ademais, realizou-se uma revisão bibliográfica e sistemática sobre a 

micropropagação de espécies arbóreas em Sistemas de Imersão Temporária (TISs). Após, 

comparou-se a eficiência de três TISs na propagação de E. grandis x E.urophylla, além de 

compará-los ao sistema de cultivo semi-sólido. Por fim, foi realizada a otimização do meio de 

pré-cultivo, tipo de crioprotetor e tempo de exposição, além da eficiência de dois métodos 

criogênicos para a criopreservação de E. grandis X E. urophylla e a comparação de duas 

fontes de explantes com idades diferentes na criopreservação de E. grandis. A inserção do 

gene de interesse OsCesA4 nas plantas in vitro de eucalipto foi confirmada por PCR 

convencional e visualizada em gel de agarose. Porém, não houve reprodutibilidade deste 

resultado da PCR realizada com as mesmas plantas depois de aclimatizadas em estufa. Além 

disso, o gel para confirmação de possível contaminação com Agrobacterium tumefasciens foi 

inconclusivo, visto que todos os eventos e inclusive a planta controle apresentaram 

amplificação. Estes resultados, juntamente com a não diferença estatística no teor de celulose 

das plantas controles em relação as que passaram pela transformação, levantaram a hipótese 

da regeneração de possíveis plantas quimeras. Na revisão sobre TISs, foi observada que a 

frequência e tempo de imersão foi um dos principais parâmetros estudados nos papers 

analisados e 35% deles trabalharam com espécies de eucalipto. Também observou-se que 

hiperhidricidade foi o principal problema relatado, e a maioria reportou que plantas 

propagadas em TISs apresentaram mais sucesso na aclimatização do que as propagadas em 

meio convencional. Além disso, poucos trabalhos compararam a eficiência de diferentes TISs 

na propagação de arbóreas, sendo este um ponto possível de ser tratado em estudos futuros. 

No experimento utilizando TISs, o ElecTIS foi o sistema mais eficiente para a propagação das 

plantas de E. grandis x E. urophylla, apresentando média de 14,6 brotos por explante e plantas 

não hiperhídricas. No experimento da criopreservação de E. grandis x E. urophylla, o meio de 

pré-cultivo que se mostrou mais eficiente na sobrevivência das plantas foi o de 0,125; 0,25 e 

0,5 M de sacarose/ 24 h em cada concentração. O crioprotetor que apresentou maior 

porcentagem de sobrevivência das plantas foi o PVS2 com exposição à ele por 15 e 30 

minutos. E o método droplet-vitrification apresentou maior porcentagem de sobrevivência das 

plantas depois da criopreservação quando comparado à crioplaca. Ao utilizar os parâmetros 

otimizados para a criopreservação de E. grandis x E. urophylla encontrou-se sobrevivência de 

30%, valor não considerado como ideal para o armazenamento em criobancos. Para E. 

grandis, explantes originados de plantas com 20 dias apresentaram a maior porcentagem de 

sobrevivência, com um valor de 48%, enquanto os explantes originados de plantas com 3 anos 

não sobreviveram, o que mostra a grande influência da idade na recuperação final dos 

explantes após a criopreservação. 

 

 

Palavras-chave: Celulose. Agrobacterium tumefasciens. Sistemas de Imersão Temporária. 

Pré-cultivo. Crioprotetor. 

  



ABSTRACT 

 

This work carried out the genetic transformation of Eucalyptus grandis x Eucalyptus 

urophylla with the gene OsCesA4, responsible for cellulose biosynthesis in the secondary cell 

wall. In addition, a bibliographical and systematic review on the micropropagation of arboreal 

species in Temporary Immersion Systems (TISs) was conducted. Afterwards, the efficiency of 

three TISs in the propagation of E. grandis x E.urophylla was compared regarding the semi-

solid culture system. Finally, a study was carried out regarding the optimization of the pre-

culture medium, type of cryoprotectant and time of exposure, besides the efficiency of two 

cryogenic methods for the cryopreservation of E. grandis x E. urophylla and the comparison 

of two sources of explants with different ages in cryopreservation of E. grandis. The insertion 

of the gene of interest OsCesA4 in the in vitro plants of eucalyptus was confirmed by 

conventional PCR and visualized in agarose gel. However, there was no reproducibility of this 

PCR result with the same plants after greenhouse acclimatization. In addition, the 

confirmation gel of possible contamination with Agrobacterium tumefasciens was 

inconclusive, since all events and even the control plant showed amplification. These results, 

together with the non-statistical difference in the cellulose content of the control plants in 

relation to those that underwent the transformation, raised the hypothesis of the regeneration 

of possible chimeras plants. In the review on TISs, it was observed that the frequency and 

time of immersion was one of the main parameters studied in the analyzed papers and 35% of 

them worked with eucalyptus species. It was also observed that hyperhydricity was the main 

problem reported, and most reported that plants propagated in TISs were more successful in 

acclimatization than those propagated in conventional media. In addition, few studies have 

compared the efficiency of different TISs in the trees´ propagation, which is a possible point 

to be addressed in future studies. In the experiment using TISs, ElecTIS was the most efficient 

system for the propagation of E. grandis x E. urophylla plants, presenting average of 14.6 

shoots per explant and nonhyperhydric plants. In the cryopreservation experiment of E. 

grandis x E. urophylla, the preculture medium that was most efficient in plant survival was 

0.125; 0.25 and 0.5 M sucrose / 24 h at each concentration. The cryoprotectant that presented 

the highest percentage of plant survival was PVS2 with exposure to it for 15 and 30 minutes. 

And the droplet-vitrification method presented higher percentage of plant survival after 

cryopreservation when compared to cryoplate. When using the optimized parameters for the 

cryopreservation of E. grandis x E. urophylla, survival of 30% was found, a value not 

considered ideal for cryobank storage. For E. grandis, explants from 20-day-old plants 

showed the highest percentage of survival, with a value of 48%, while the explants from 3-

year-old plants did not survive, which shows the great influence of age on the final recovery 

of the plants´ explants after cryopreservation. 

 

 

Keywords: Cellulose. Agrobacterium tumefasciens. Temporary Immersion Systems. Pre-

culture. Cryoprotectant. 
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CAPÍTULO 1 INTRODUÇÃO GERAL 

1 INTRODUÇÃO  

A indústria brasileira de base florestal é conhecida no mundo inteiro pela alta 

produtividade de suas áreas plantadas, e pela menor rotação do mundo, resultantes das suas 

condições de clima e solo (IBÁ, 2017). Esses altos índices se devem principalmente à árvore 

de eucalipto, originária da Austrália, do Timor e da Indonésia, a qual possui mais de 700 

espécies catalogadas, além de diversas variedades e híbridos (AGGARWAL et al., 2010; 

JÚNIOR; COLODETTE, 2013).  

O setor de árvores plantadas no Brasil é responsável por mais de 90% de toda a 

madeira produzida para fins industriais e de 6,1% do PIB industrial no país. Em relação a 

árvore de eucalipto o segmento de celulose e papel é o que mais se destaca em relação aos 

demais segmentos. Sendo que em 2018 ele apresentou uma produção industrial de 19,5 

milhões de toneladas, com o Brasil ranqueando a segunda posição de maior produtor de 

celulose e papel no cenário mundial (IBÁ, 2018). 

Segundo a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO), 

é previsto um aumento de aproximadamente 9,1 bilhões de habitantes da população mundial 

até 2050. Desta forma, prevê-se um aumento na demanda por madeira para uso industrial e 

geração de energia, exigindo o plantio adicional de cerca de 250 milhões de hectares de 

eucalipto em todo o mundo considerando os níveis atuais de produtividade (IBÁ, 2017).  

Diante deste cenário, para suprir o fornecimento de madeira para todos os segmentos 

industriais será necessário o uso de genótipos mais produtivos, com maior qualidade e 

resistentes à doenças e pragas. Para a obtenção destes genótipos, podem ser utilizadas técnicas 

biotecnológicas que promovam maiores ganhos em produtividade e sustentabilidade, por meio 

da melhoria de características até então consideradas impraticáveis pelos métodos de 

melhoramento convencional (NEHRA et al., 2005; PADAYACHEE et al., 2009). 

Dentre as técnicas biotecnológicas, a transformação genética é uma importante 

ferramenta para obtenção de genótipos superiores de espécies de interesse. A transformação 

ocorre por meio da introdução de genes exógenos no genoma das plantas, que expressam 

características que irão possibilitar as espécies gerarem genótipos com maior produtividade e 

qualidade (SARTORETTO et al., 2008). 

Em eucalipto, por exemplo, o estudo de genes relacionados à biossíntese de celulose e 

lignina é muito importante, pois a atividade destes genes afeta as propriedades da madeira e 
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do seu crescimento (QUANG et al., 2012). Genes que alteram a composição química da 

madeira, por exemplo, podem ser úteis para a indústria de celulose, visto que madeiras com 

alto conteúdo de celulose em relação ao conteúdo de lignina é um atrativo para estas 

indústrias, não só pelo grande importância que este polímero apresenta a nível industrial, mas 

também porque existe um alto custo de remoção da lignina da polpa celulósica para a 

produção de papel de qualidade (VANHOLME et al., 2008). 

No entanto, para se obter um eficiente protocolo de transformação genética é 

necessária uma eficiente taxa de regeneração e propagação das plantas transformadas 

(RIBEIRO, 2012), processo que pode ser alcançado pela propagação de eucalipto in vitro. E 

dentre as técnicas de propagação in vitro, os Sistemas de Imersão Temporária (Temporary 

Immersion Systems – TISs), também conhecidos como Biorreatores de Imersão Temporária 

(BITs), geralmente permitem maior propagação de plantas quando comparados com o sistema 

convencional de micropropagação em meio de cultura semi-sólido. Além disso, este sistema 

reduz custos de produção, não só pela automatização do processo, que irá reduzir a mão de 

obra (MENDONÇA et al., 2016), mas também pela economia em agente geleificante, espaço 

ocupado, entre outros (ETIENNE; BERTHOULY, 2002; MCALISTER et al., 2005). 

Este tipo de biorreator por fazer uso de meio de cultura líquido, permite uma melhor 

absorção de nutrientes pelas plantas, aumentando a taxa de multiplicação de brotos e 

produzindo plantas mais uniformes (ETIENNE; BERTHOULY, 2002; GONZÁLEZ et al., 

2011). Além disso, o contato apenas temporário das plantas com o meio proporciona melhores 

trocas gasosas e diminui a ocorrência de alterações morfofisiológicas, como a 

hiperhidricidade (GEORGIEV et al., 2014). 

Além de um sistema que permite uma eficiente propagação das plantas trangênicas, é 

necessário também o estabelecimento de bancos de genes para que estas possam ser 

armazenadas de forma segura (HAO; CHENG; DENG, 2005), antes de serem analisadas e 

liberadas para produção comercial. Um método bem conhecido é o da cultura in vitro 

convencional, porém a manutenção prolongada das plantas é onerosa, exige trabalho 

intensivo, além do risco da ocorrência de variações somaclonais e possíveis contaminações 

(ENGELMANN, 1997; HAO; CHENG; DENG, 2005; PADAYACHEE et al., 2009; WANG 

et al., 2014). Desta forma, uma solução para preservação destas plantas é a utilização do 

método de criopreservação, no qual consiste no armazenamento de material genético em 

nitrogênio líquido por longo período de tempo, assegurando características juvenis e 

estabilidade genética de genótipos elite, enquanto ocorrem os ensaios de campo (CARNEROS 

et al., 2017; PADAYACHEE et al., 2009). 
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Dentre as técnicas de criopreservação, a droplet-vitrification tem sido aplicada nas 

mais variadas espécies, incluindo o eucalipto, batata, maçã, aspargos, oliveira, citrus 

(BRADAÏ et al., 2017; KAYA et al., 2013; SAKAI; ENGELMANN, 2007; VOLK et al., 

2017). As principais vantagens desta técnica é o uso de folhas de alumínio e o pequeno 

volume de solução crioprotetora utilizado, os quais permitem uma alta taxa de congelamento 

e de aquecimento. Outro método de criopreservação desenvolvido recentemente, é o da 

crioplaca. Este método utiliza crioplacas de alumínio, que além de possuir além de possuir as 

qualidades do método droplet-vitrification, apresentam o uso de alginato de sódio, que adere 

os explantes nas placas de alumínio e também os protege de uma possível toxidez química 

causada pelas soluções crioprotetoras (YAMAMOTO et al., 2011b). 

Este método tem sido relatado com sucesso para algumas espécies incluindo 

crisântemo, morango, hortelã, cravo e caqui (MATSUMOTO et al., 2015; SEKIZAWA et. al., 

2011; YAMAMOTO et. al., 2011a, 2011b, 2012).  

Diante do exposto, os objetivos desta tese foram transformar o híbrido Eucalyptus 

grandis x Eucalyptus urophylla, avaliar três TISs na propagação de plantas deste mesmo 

híbrido, além de otimizar parâmetros para a sua criopreservação e comparar fontes de 

explantes com idades diferentes na criopreservação de Eucalyptus grandis. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 O gênero Eucalyptus e a indústria de celulose 

O gênero Eucalyptus, pertencente à família Myrtaceae, é muito importante devido as 

suas várias aplicações industriais e os diversos serviços ambientais que suas florestas 

plantadas promovem, como por exemplo a regulação dos ciclos hidrológicos, o controle da 

erosão e da qualidade do solo, a conservação da biodiversidade e o fornecimento de oxigênio 

para o planeta (IBÁ, 2017). Por possuir grande adaptabilidade, inclusive em solos pobres, ele 

é plantado em várias regiões do mundo, como América do Sul, Ásia, Austrália e Europa, 

cobrindo uma área de aproximadamente 20 milhões de hectares em mais de 90 países ao redor 

do mundo (LACLAU, 2018; TORRE et al., 2014). 

A relevância econômica deste gênero se deve ao seu rápido crescimento, ampla 

adaptabilidade e o multiuso de sua madeira, utilizada como matéria-prima para a produção de 

papel e celulose, fabricação de móveis, geração de energia, carvão vegetal e construção civil, 

além dos óleos essenciais, a partir dos quais são fabricados alimentos, cosméticos, remédios, 

entre outros produtos (BERTOLA, 2014). Além disso, o eucalipto possui baixo custo de 

produção, devido principalmente ao alto rendimento da polpa, alta produtividade florestal e 

qualidade de suas fibras (PRINSEN et al., 2012).  

O rendimento médio de uma floresta de eucalipto no Brasil varia de 35 a 50 m
3
/ha/ano 

e, dependendo da região, podem-se obter valores ainda maiores, sendo estes dados 

expressivos quando comparados com seu país de origem, a Austrália, que apresenta um 

rendimento médio de, aproximadamente, 25 m
3
/ha/ano (PINTO et al., 2014). 

Uma das vantagens conferidas ao eucalipto e, que possibilita esse grande desempenho 

em produção, é a facilidade de se obter cruzamentos entre diferentes espécies do mesmo 

gênero, processo chamado de hibridação. O E. urograndis é um dos híbridos de eucalipto 

mais conhecido e utilizado no setor florestal brasileiro. Esse cruzamento confere as melhores 

características do E. grandis (crescimento e qualidade da madeira) e do E. urophylla 

(adaptação à diferentes condições climáticas e resistência à doenças, particularmente ao fungo 

Cryphonectria cubensis causador do cancro do eucalipto (CIB, 2008). 

No Brasil, os plantios de eucalipto ocupam uma área de 7,4 milhões de hectares, o que 

representa 75,2% da área total de árvores plantadas no país. Estes plantios são destinados à 

diversos segmentos industriais, sendo o que mais cresce no cenário atual o de celulose e 
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papel, contribuindo com uma fatia de 34,6% do total de árvores plantadas no Brasil (PEVS, 

2017). 

Para a indústria de celulose algumas características da madeira, como taxa de 

crescimento, volume de madeira e formato do tronco devem ser levadas em consideração. As 

árvores de eucalipto com maior taxa de crescimento possuem maior volume de madeira no 

momento do corte, o que leva a um incremento na quantidade de madeira seca por unidade de 

área, característica importante para a indústria de carvão e celulose. As árvores com aspecto 

retilíneo além de permitirem a obtenção de melhores postes, escoras e melhor madeira para a 

serraria, é também uma vantagem no empilhamento e manuseio das toras para lenha ou 

celulose (ELDRIDGE et al., 1993). 

Outras características como a densidade básica da madeira e o teor de lignina também 

interferem na indústria de celulose (BISON, 2004). A densidade da madeira está diretamente 

relacionada com a espessura da parede celular e com o diâmetro das fibras desse composto, 

sendo que um incremento na densidade básica da madeira promove ganho na quantidade de 

celulose contida em um metro cúbico de madeira, o que proporciona economia nas operações 

de manuseio (ASSIS, 1996). Quanto à lignina, uma redução no teor deste componente 

implicará em benefícios na indústria de celulose para o processo de polpeamento e 

branqueamento, pois quanto maior o seu teor, maior a quantidade de produtos químicos será 

consumido e mais celulose será destruída devido a um ataque químico mais forte, o que 

acarretará na redução do rendimento deste composto (ASSIS, 1996). 

A principal aplicação da celulose é na indústria de papel, representando mais de 95% 

do consumo global (BNDES, 2014). Para o processo de fabricação de papel o tipo de fibra de 

celulose utilizada determina o tipo de papel fabricado. De forma geral, papéis de imprimir e 

escrever, os papéis tissue e alguns tipos de papéis cartão são fabricados a partir de fibras 

curtas, que proporcionam maior opacidade e maciez. Já papéis para embalagem, papelão 

ondulado entre outros deste tipo são fabricados a partir de fibras longas, que proporcionam 

maior resistência mecânica. Existem também as chamadas pastas de alto rendimento, 

produzidas com rendimento na transformação madeira/pasta maior que 80%, utilizadas na 

produção de papel imprensa, papel sanitário e revistas (IBÁ, 2015). 

Apesar de grande parte da celulose produzida ser destinada à produção de papel, uma 

pequena fração é destinada à celulose solúvel, que é usada para a fabricação de produtos 

como viscose, éteres, acetato de celulose, entre outros. A celulose solúvel é um tipo de polpa 

especial com alto teor de alfa-celulose, a qual confere maior pureza ao produto. Várias são as 

aplicações dos derivados da celulose solúvel: a fibra de viscose é predominantemente usada 
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na indústria têxtil. Os éteres possuem como principais consumidores as indústrias 

farmacêuticas (em cápsulas), alimentícias (em capa de embutidos) e de cosméticos. Já os 

acetatos são utilizados principalmente na indústria tabagista (BNDES, 2014). 

Mais recentemente a celulose também tem sido usada como uma fonte renovável de 

biocombustível (MEENTS; WATANABE; SAMUELS, 2018). 

2.2 Local de ocorrência e biossíntese da celulose 

A celulose é um polissacarídeo hidrofóbico, formado por unidades de glicose unidas 

por ligações β-1,4 (BURTON et al., 2005; SOMERVILLE et al., 2004). Nos vegetais este 

polissacarídeo ocorre na parede celular, que é composta de três camadas principais: parede 

primária, parede secundária e lamela média. Esta composição varia de acordo com o tipo 

celular e a idade da planta, principalmente no quesito presença ou ausência da parede celular 

secundária. 

A parede celular primária começa a se formar durante a divisão celular e é reforçada 

durante o crescimento celular (SÁNCHEZ-RODRÍGUEZ et al., 2010, TAIZ; ZEIGER, 2013). 

Células em crescimento, de parênquima, células fotossintetizantes presentes nas folhas e 

alguns outros tipos celulares, possuem somente parede celular primária. Esta é caracterizada 

por ser delgada (em torno de 1 a 3 µm, constituída de 9 a 25% de celulose, possuindo também 

hemicelulose, pectina e proteínas glicolisadas (FIGURA 1A) (ENDLER; PERSSON, 2011; 

RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001; SALISBURY; ROSS, 1991). 

Ao cessar o crescimento celular, a parede celular secundária é depositada no lado 

interior da parede primária em alguns tipos celulares, tais como as fibras e elementos 

traqueários, como os tecidos de xilema e os traqueídeos (TURNER; GALLOIS; BROWN, 

2007). A sua composição compreende até 60% de celulose, além de ser composta também por 

hemicelulose e lignina. A estrutura das microfibrilas de celulose diferem entre a parede 

celular primária e secundária, sendo que uma maior cristalinidade e grau de polimerização na 

parede celular secundária influenciam na sua força e rigidez (FIGURA 1B) (MCNEIL et al., 

1984; MEENTS; WATANABE; SAMUELS, 2018). 
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Figura 1 – Composição da parede celular. A – Parede primária; B – Parede secundária. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Nakano et al. (2015). 

 

A cadeia de monômeros de glicose, unidos por ligações β-(1-4) na celulose, é chamada 

de glucano. A interação das cadeias de glucanos, através de pontes de hidrogênio e forças de 

Van der Waals, formam as chamadas microfibrilas de celulose. (DELMER; AMOR, 1995; 

KIM et al., 2013; TAIZ; ZEIGER, 2013). 

A síntese de celulose ocorre por proteínas denominadas CesA, que são localizadas na 

membrana celular em uma estrutura na forma de uma roseta hexagonal, conhecida como 

Complexo Celulose Sintase (CCS) (FIGURA 2), em que a região catalítica está voltada para o 

citoplasma (BOWLING; BROWN, 2008; MCFARLANE; DÖRING, 2014). Acreditava-se 

que esse complexo era formado por 12-36 proteínas CesA, o que era baseado na largura das 

microfibrilas de celulose (MCFARLANE; DÖRING, 2014). No entanto, recentes estudos 

utilizando técnicas analíticas melhoradas e modelos computacionais tem demonstrado que 

provavelmente o CCS é composto de 18-24 proteínas CesA, desta forma o modelo do 

complexo celulose sintase é um hexâmero de trímeros ou tetrâmeros de proteínas CesA, que 

produzem de 18-24 cadeias de glucanos e se unem para a formação de microfibrilas 

(MEENTS; WATANABE; SAMUELS, 2018).  
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Figura 2 – Formação das microfibrilas de celulose através do Complexo Celulose Sintase 

(CCS). 

Fonte: Wightman e Turner (2010). 

 

O CCS catalisa a transferência de glicose para a cadeia de glucano crescente, 

utilizando como substrato uridinadifosfato-glucose (UDP-glicose). A subunidade catalítica do 

complexo CesA se liga ao substrato UDP-glucose e os adiciona à cadeia de celulose nascente 

que é liberada no espaço extracitoplasmático. É suposto que cada proteína CesA produz uma 

única cadeia de glucanos que se une à cadeia adjacente na roseta, formando uma microfibrila 

(BROWN JR.; SAXENA, 2000; GARDINER; TAYLOR; TURNER, 2003; MORGAN; 

STRUMILLO; ZIMMER, 2013). 

2.3 Transformação genética via Agrobacterium tumefasciens 

A transformação genética permite a introdução controlada de genes exógenos no 

genoma nuclear de um organismo receptor de forma herdável e estável (DIOUF, 2003), 

inserindo caracteres de interesse econômico que possibilitam, por exemplo, aumento da 

produtividade, resistência à estresses bióticos e abióticos e uma melhor qualidade da madeira 

(GONZÁLEZ, 2002). 

Dois métodos são utilizados para a transformação genética, sendo eles o método direto 

e o método indireto. Dentre os métodos diretos, ressalta-se o da biobalística, em que o tecido 

alvo é bombardeado com micropartículas de ouro ou tungstênio coberta com o plasmídeo 

contendo o gene de interesse. As micropartículas aceleradas com ar comprimido (hélio), onda 
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de choque elétrico ou pólvora são disparadas em direção ao tecido-alvo, penetrando a parede 

celular e transferindo o DNA exógeno para o interior das células (CARRER; BARBOSA; 

RAMIRO, 2010; MATEUS; SILVA, 2013). 

No método indireto, a transferência de genes ocorre por meio de bactérias do gênero 

Agrobacterium. A Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria gram-negativa do solo, 

naturalmente patogênica, que causa uma doença denominada “galha da coroa”, a qual na 

natureza promove a formação de tumores nas zonas de infecção em várias espécies de plantas 

dicotiledôneas. Durante a infecção o T-DNA (“transfer DNA”), um segmento móvel do 

plasmídeo Ti (Tumor-inducing), é transferido para o núcleo da célula da planta e integrado no 

seu genoma (WADL, 2005). Dentre os genes do T-DNA, estão presentes os oncogenes que 

são os responsáveis pela patogenicidade da bactéria. Para o processo de transformação, os 

oncogenes são excluídos do T-DNA, obtendo-se uma linhagem desarmada e o DNA de 

interesse é inserido nas extremidades da região-T (SARTORETTO et al., 2008). 

A vantagem da A. tumefaciens como vetor de transferência genética é que ela 

proporciona geralmente padrões simples de integração (ANDRADE, 2001). Enquanto os 

métodos diretos de transformação genética, geralmente resultam na integração de múltiplas 

cópias, o que pode gerar silenciamento e instabilidade da expressão do gene (VERGUNST; 

HOOYKAAS, 1999 apud GONZÁLEZ, 2002). 

Muitos estudos relataram o sucesso da transformação genética no gênero Eucalyptus 

por meio da A. tumefasciens e alguns deles tinham o propósito de modificação e biossíntese 

de celulose, aumento da biomassa e modificação do conteúdo de lignina (AGGARWAL; 

KUMAR; REDDY, 2015; HUSSEY et al., 2011; QUANG et al., 2012; SHINYA et al., 2014; 

TIAN et al., 2013; TORRE et al., 2014). 

2.4 Genes CesA 

Os genes responsáveis pela codificação das proteínas CesA do CCS em diversos 

organismos são conhecidos como genes CesA (DOBLIN et al., 2002). 

Segundo Meents; Watanabe; Samuels (2018), o número de genes CesA variam entre as 

espécies de plantas, que possuem diferentes conjuntos de proteínas CesA requeridas para a 

síntese de celulose na parede primária e secundária. Em Arabidopsis, por exemplo, AtCesA1, 

AtCesA3 e um dos AtCesA2/5/6/9 estão envolvidos na síntese de celulose depositada na 

parede primária (DOBLIN et al., 2002), enquanto AtCesA4, AtCesA7 e AtCesA8 são 

essenciais para a síntese de celulose na parede secundária (PERSSON et al., 2005).  
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A função dos três genes CesA envolvidos na síntese de celulose na parede celular 

secundária (CesA4, CesA7 e CesA8), foi desvendada através de seus mutantes. Mutações 

nestes genes, descritas como irx5, irx3 e irx1, respectivamente, causam diminuição na 

quantidade total de celulose nas paredes celulares secundárias. Essa mutação irx (irregular 

xylem - xilema irregular) é caracterizada por um colapso nos vasos de xilema, que ocorre pela 

falta de celulose e leva à uma menor resistência à pressão exercida durante o transporte de 

água. Isso ocorre, porque a formação de parede celular é anormal e o caule em formação é 

muito fraco (TAYLOR et al., 1999).  

Esses três genes, dando destaque ao AtCesA8 (ortólogo do OsCesA4 em arroz - gene 

de interesse do presente trabalho), são responsáveis pela codificação de diferentes 

subunidades catalíticas do CCS e todos são essenciais para a formação da celulose na parede 

celular secundária de uma mesma célula, visto que todas as subunidades são importantes 

durante o processo de montagem do complexo (TAYLOR et al., 2003).  

Cada complexo contém uma mistura de ao menos 3 tipos de proteínas CesA. Em 

experimentos de co-imunoprecipitação (CoIP) foi demonstrado que quando um dos três tipos 

de CesA é perdido, o complexo não é mais detectado e os outros dois tipos de CesA não 

interagem e são acumulados em níveis baixos quando comparados com o tipo selvagem 

(MEENTS; WATANABE; SAMUELS, 2018). 

Taylor et al. (2003) observaram que mutantes nulos de genes CesA na parede celular 

secundária, ainda foram capazes de produzir celulose, apesar da cristalinidade alterada e a 

baixa abundância deste polímero. Isso pode ser compreendido por estudos como o de Carroll 

et al. (2012), o qual mostra a complementação parcial de um mutante cesa8 na parede celular 

secundária por um CesA1 da parede celular primária, e de um mutante cesa3 da parede celular 

primária por um CesA7 da secundária. De acordo com Arioli et al. (1998), também é possível 

que as proteínas CesAs remanescentes possam formar CCSs aberrantes, que irão produzir 

celulose de baixa qualidade. 

Apesar de todos esses genes serem expressos em uma mesma célula, uma mutação em 

apenas um deles é suficiente para reduzir consideravelmente a quantidade de celulose 

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

2.5 Micropropagação em Sistemas de Imersão Temporária (TISs) 

Sistemas que utilizam meio líquido na propagação in vitro de plantas são considerados 

uma alternativa mais efetiva que o método convencional (meio semi-sólido), porque nestes 
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sistemas as plantas têm maior acesso aos componentes do meio, o que permite a absorção de 

nutrientes por toda sua superfície, levando à maiores ganhos em biomassa, produção de 

plantas mais uniformes e redução no tempo de propagação. Além disso, estes sistemas 

possuem facilidade de manuseio, possibilidade de um determinado nível de automatização, 

economizando mão-de-obra, e também não utilizam agentes geleificantes no meio 

(ETIENNE; BERTHOULY, 2002; GONZÁLEZ et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011a, 

2011b; WELANDER et al., 2014).  

O Sistema de Imersão Temporária (TIS), também conhecido como Biorreator de 

Imersão Temporária (BIT) é um equipamento que utiliza meio líquido para micropropagação 

clonal sob imersão temporária de células, tecidos ou órgãos, tendo como objetivo final a 

produção de mudas em larga escala (TEIXEIRA, 2002). O princípio deste sistema se baseia 

na imersão dos explantes em meio de cultura líquido por intervalos curtos e em intervalos 

regulares. Este sistema possui inúmeras vantagens como: 1) evita a imersão contínua dos 

explantes no meio de cultura, na qual pode afetar negativamente no crescimento e 

morfogênese das plantas, produzindo brotos com sintomas hiperhídricos, por exemplo, 2) 

permite a diluição de compostos fenólicos, evitando a oxidação dos tecidos, 3) fornece 

adequada transferência de oxigênio para as plantas, 4) reduz problemas com contaminação, 

devido a redução de mão de obra 5) facilita a renovação do meio, 6) permite a autoclavagem 

dos recipientes, 7) são sistemas de baixo custo, 8) possuem recipientes maiores que 

economizam no tempo de transferência das plantas, entre outras (ETIENNE; BERTHOULY, 

2002; REGUEIRA et al., 2018). 

A redução dos custos em TISs quando comparados com o meio semi-sólido é um 

grande atrativo para a produção em larga escala. Essa redução se deve a vários fatores, como: 

1) redução do número de frascos, 2) redução do número de prateleiras, 3) redução de mão de 

obra para a manipulação do material, e consequentemente, 4) redução de contaminação do 

material (ESCALONA et al., 1999; ETIENNE; BERTHOULY, 2002). Lorenzo et al. (1998), 

por exemplo, verificaram uma redução de custos de cerca de 46% ao utilizar TISs na 

propagação de brotações de Saccharum spp. em relação ao meio semi-sólido, atribuindo isso à 

redução de mão de obra e espaço requerido para a propagação. Escalona et al. (1999) 

observaram uma redução de 20% nos custos de produção por planta de abacaxi cultivadas em 

TISs em comparação com o método convencional. 

Embora muitas sejam as vantagens apresentadas por este sistema, um dos desafios 

associados ao cultivo em biorreatores é a hiperidricidade, desordem fisiológica relacionada 

com o acúmulo anormal de água no interior das células e tecidos, que deixam as plantas com 
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aspecto vítreo e transparente e com folhas e caule quebradiços (LE ROUX; VAN STADEN, 

1991; VASCONCELOS et al., 2012). No entanto, alguns trabalhos têm demonstrado soluções 

para reduzir ou até mesmo eliminar este problema por meio de procedimentos como, ajuste da 

frequência e tempo de imersão, aplicação de ar extra dentro do sistema e redução da 

concentração de citocinina no meio de cultivo (AKDEMIR et al., 2014; CHAKRABARTY et 

al., 2003; GONZÁLEZ et al., 2011; QUIALA et al., 2012). 

Muitos trabalhos com espécies de eucalipto mostraram resultados promissores na 

micropropagação em TISs. O híbrido E. grandis X E. urophylla apresentou uma taxa de 

multiplicação 5,75 vezes maior em TIS do que em meio semi-sólido (BUSINGE et al., 2017). 

Hajari et al. (2006), ao utilizarem o biorreator RITA
®

 na propagação de diferentes espécies de 

eucalipto observaram uma taxa de multiplicação até 1,58 vezes maior em TIS do que em meio 

semi-sólido. Além destes, trabalhos com E. grandis X E. urophylla (OLIVEIRA et al., 2011a, 

2011b e 2014), E. globulus (GONZÁLEZ et al., 2011) e E. camaldulensis (MENDONÇA et 

al., 2016), também apresentaram resultados promissores em TISs. 

Um número cada vez maior de biorreatores vem surgindo no mercado, com o objetivo 

de aprimorar os aspectos ligados ao seu funcionamento e manuseio, produzindo um número 

cada vez maior de plantas em um espaço reduzido de tempo, além de prezar por plantas de 

qualidade e menor custo de produção. Dentre estes sistemas, podemos destacar três: 

SETIS
TM1

, Plantform
TM2

 e ElecTIS
3
. 

O biorreator SETIS
TM

 (FIGURA 3) se baseia no princípio de frascos gêmeos 

conectados entre si (sendo um frasco para o meio de cultura e o outro para os explantes). Este 

sistema permite a propagação massiva de plantas, por possuir um grande frasco para a 

multiplicação dos explantes (6 L). O funcionamento deste sistema ocorre da seguinte maneira: 

o ar comprimido é fornecido para o frasco contendo o meio de cultura, fazendo com que o 

meio seja transferido para o frasco contendo os explantes (o qual está localizado sobre o 

frasco do meio de cultura) e assim, os explantes permanecem por um determinado período de 

tempo em contato com este meio. Depois disso, o meio é drenado para o seu frasco por meio 

da força de gravidade. Para que ocorra as trocas gasosas, o ar comprimido é fornecido para o 

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

  

                                                
1 Disponível em: <setis-systems.be>. Acesso em: 11 jan. de 2019  
2 Disponível em: < www.plantform.se>. Acesso em: 11 jan. 2019. 
3 Disponível em: < www.explanta.com/bioreactor-electis>. Acesso em: 11 jan. 2019. 
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Figura 3 – Sistemas de Imersão Temporária (TISs). 

 
Fonte: Preparada pela autora. 

 

Embora poucos sejam os trabalhos na literatura que utilizaram este sistema na 

propagação de plantas, resultados promissores foram encontrados, como é o caso de cana-de-

açúcar, em que o biorreator SETIS
TM

 apresentou um maior número de brotos por explante 

(41,0) quando comparadas com outros tipos de TISs (RITA
® 

- Recipient for Automated 

Temporary Immersion, TIB
TM

 - Temporary Immersion Bioreactor e GIB - Gravity Immersion 

Bioreactor) (BELLO-BELLO; MENDOZA-MEXICANO; PÉREZ-SATO, 2018).  

O biorreator Plantform
TM

 (FIGURA 3) é composto de apenas um recipiente, o qual 

serve tanto para o meio de cultura como para os explantes. Ele funciona por meio da entrada 

de ar por uma das extremidades do sistema, que impulsiona a subida do meio de cultura até 

uma cesta onde estão dispostos os explantes, submergindo-os por um tempo determinado. 

Este sistema conta com um fornecimento de ar extra que assim como o período de imersão 

também pode ser controlado e, além disso, seus recipientes podem ser dispostos um sobre o 

outro, economizando espaço e sendo um atrativo para produção em larga escala 

(WELANDER et al., 2014).  

Os explantes cultivados neste biorreator apresentaram maiores taxas de multiplicação, 

maior comprimento de brotos e maior taxa de enraizamento na maioria dos clones de 

Castanea sativa testados, quando comparados com o biorreator RITA
®
. Segundo os autores, 

isto pode ser explicado pela maior capacidade do Plantform
TM

 para o meio de cultura quando 

comparado com o biorreator RITA
®
, maior superfície para a disposição dos explantes, além 

da aeração adicional que pode ser aplicada neste tipo de sistema (VIDAL; BLANCO; 

CUENCA, 2015; WELANDER et al., 2014). Já Sacco et al. (2015) ao compararem o 

desempenho do Plantform
TM

 e de RITA
®

 na micropropagação de Stevia rebaudiana, não 

observaram diferença estatística na taxa de multiplicação entre os dois biorreatores na 
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frequência de imersão a cada 3 h/3 min. E apesar de observaram a produção de brotos com 

melhor qualidade (sem hiperhidricidade) em biorreator RITA
®
, os brotos produzidos em 

Plantform
TM

 apresentaram maior porcentagem de enraizamento e o problema de 

hiperhidricidade foi eliminado com uma frequência de imersão a cada 8 h/3 min. 

Já os biorreatores ElecTIS (FIGURA 3), desenvolvidos recentemente pela empresa 

italiana Explanta e até então nunca testado, foi pela primeira vez utilizado neste trabalho. Este 

sistema é inovador quanto ao seu funcionamento interno, já que a imersão dos explantes pelo 

meio de cultura não ocorre por meio da emissão forçada de ar do ambiente externo, como nos 

demais biorreatores, mas sim por meio de um sistema pneumático que muda a posição dos 

explantes dentro do recipiente, de modo temporário. Segundo os criadores do sistema, ele 

apresenta as seguintes vantagens: 1) simplificação das operações de preparo, esterilização e 

manuseio do equipamento; 2) eliminação de risco de contaminação que ocorre devido a 

ligação com meio externo; 3) trocas gasosas interna ao recipiente; 4) melhora das taxas de 

multiplicação; 5) ausência de alterações morfofisiológicas, tais como hiperhidricidade e 

necrose de ápices e 6) melhoramento do estado nutricional e vegetativo das plantas levando à 

um maior rendimento na fase de aclimatização e crescimento das plantas. Este sistema, assim 

como o Plantform
TM

 é composto por um único recipiente, que possui uma cesta onde os 

explantes são dispostos. Ao ser acionado o sistema pneumático, a cesta com os explantes, que 

se encontra suspensa, é movida até o fundo do recipiente onde está o meio de cultura, fazendo 

com que as plantas permaneçam em contato com o meio por um determinado período de 

tempo. 

Apesar de ainda não haver trabalhos publicados com o biorreator ElecTIS, este 

sistema foi apresentado no III Convegno Nazionale sulla Micropropagazione (VitroSOI 

2017), em Pescia, na Itália e alguns resultados promissores foram mostrados com Paulownia, 

Crisântemo e Nandina domestica (LAMBARDI, 2017). 

2.6 Criopreservação 

A criopreservação é uma técnica de conservação in vitro, a qual mantém o material 

biológico à uma temperatura ultrabaixa em nitrogênio líquido (-196°C) ou em sua fase de 

vapor (-150°C) (KULUS; ZALEWSKA, 2014). Em tais temperaturas a atividade metabólica é 

efetivamente interrompida, o que permite o armazenamento do material por um longo período 

de tempo (ENGELMANN, 2004; KULUS; ZALEWSKA, 2014; PADAYACHEE et al., 

2009). 
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Esta técnica é vista como uma estratégia para complementar outros métodos de 

manutenção existentes, servindo como uma forma de backup de uma ampla base genética 

para fins de reprodução, além de assegurar características juvenis e estabilidade genética de 

genótipos elite, enquanto ensaios de campo ocorrem e também por ser útil na manutenção de 

espécies em risco de extinção (CARNEROS et al., 2017; LI et al., 2018; PADAYACHEE et 

al., 2009). 

A técnica de criopreservação oferece inúmeras vantagens, tais como: mínima 

manutenção do material armazenado, redução de custos e de mão-de-obra, diminui riscos de 

variações somaclonais, evita possíveis contaminações e o material pode ser estocado em 

pequenos volumes (AHN; CHOI, 2017; ENGELMANN, 1992; NAIRN, 1993; PUKACKI; 

JUSZCZYK, 2015). 

Apesar das vantagens apresentadas por esta técnica, ela também possui alguns 

desafios. Sendo que o mais importante deles é evitar a formação de cristais de gelo 

decorrentes da exposição da água celular à temperaturas de congelamento. Este tipo de evento 

pode causar danos celulares irreversíveis, tal como a ruptura da membrana celular (DUMET 

et al., 1994; PADAYACHEE et al., 2009). 

Para evitar tais danos é necessário a desidratação celular antes da exposição do 

material ao nitrogênio líquido. A desidratação celular pode ocorrer por meio das técnicas de 

criopreservação clássicas ou novas. Nas técnicas clássicas, também conhecida como slow 

cooling ou two step cooling, a desidratação é induzida pelo congelamento, que geralmente 

ocorre à uma taxa de 0,1 a 1°C/min
 
até uma temperatura de pré-congelamento por volta de -

40°C. A taxa de resfriamento não pode ser muito rápida para permitir a desidratação 

suficiente do material e nem lenta demais, porque isso pode levar à uma desidratação muito 

forte, tendo como consequência a morte celular. Esta técnica é usada principalmente para 

espécies com tecidos indiferenciados ou ápices de espécies tolerantes ao frio (ENGELMANN, 

2004).  

A diminuição de temperatura no processo de slow cooling causa um super 

resfriamento do meio extracelular, seguido da formação de gelo. A membrana celular 

funciona como uma barreira física que impede o gelo de penetrar no interior das células, 

permanecendo o interior super resfriado, mas não congelado. Desta forma, para que ocorra o 

equilíbrio entre o meio interno e externo, as células perdem água para o meio externo 

causando assim a desidratação celular (ENGELMANN, 2004; TOWILL, 2002). 

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

como a necessidade de aparato de congelamento especial e é limitada quanto ao tipo de 
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explante, não podendo ser usada para tecidos diferenciados de espécies tropicais e suscetíveis 

ao frio (KULUS; ZALEWSKA, 2014). Desta forma, novas técnicas de criopreservação 

surgiram para contornar tais problemas. 

As técnicas novas de criopreservação são baseadas na vitrificação e podem ser 

empregadas para uma ampla gama de explantes, além de ser mais fácil de executar e mais 

reprodutível que a técnica clássica (PANIS; LAMBARDI, 2005). Nesta técnica, a 

desidratação é realizada antes do congelamento, por meio da exposição dos explantes à 

soluções crioprotetoras altamente concentradas e/ou dessecação pelo ar (ENGELMANN, 

2004; REED et al., 2006).  

A vitrificação é a transição da água do seu estado líquido para um estado vítreo 

amorfo, ou seja, a solidificação não cristalina da água, evitando assim a formação de cristais 

de gelo (ENGELMANN, 2004; PANIS; LAMBARDI, 2005). Um protocolo típico baseado na 

vitrificação consiste dos seguintes passos: pré-cultivo do material, encapsulamento e/ou 

tratamento com LS (Loading Solution – mistura de crioprotetores tóxicos diluídos, que visa 

aumentar a resistência do material aos crioprotetores mais concentrados), tratamento com 

PVS (Plant Vitrification Solution – mistura de crioprotetores de alta concentração) ou solução 

de sacarose e a rápida imersão em nitrogênio líquido. Depois do nitrogênio, ocorre o 

descongelamento e lavagem do material com a WS (Washing Solution) para retirada dos 

crioprotetores e inoculação no meio de recuperação (KULUS; ZALEWSKA, 2014). 

O passo de pré-cultivo tem possibilitado aumentar a viabilidade do material de muitas 

espécies vegetais após a criopreservação. Isto porque ele é capaz de desencadear o acúmulo 

de vários compostos com propriedades crioprotetoras (açúcares, ácido abscísico, prolina e 

betaína), os quais aumentam a tolerância das plantas à estresses como a seca e o frio 

(PADAYACHEE et al., 2009; KULUS; ZALEWSKA, 2014).  

Na criopreservação de eucalipto o pré-cultivo é um passo muito importante, visto que 

este gênero apresenta alta sensibilidade à dessecação (PADAYACHE et al., 2009), sendo 

essencial o uso de métodos eficazes na desidratação celular sem causar danos aos tecidos a 

serem criopreservados. 

Em relação aos crioprotetores, estes podem ser de dois tipos: não-penetrantes 

(sacarose e outros carboidratos) e penetrantes (DMSO – dimetilsulfóxido, EG – etilenoglicol e 

glicerol). O DMSO e o EG possuem rápida permeabilidade, formando um estado vítreo e 

bloqueando a formação de gelo. Já o glicerol é menos penetrante, devido sua alta viscosidade 

e alto peso molecular (KIM et al., 2009). 
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Vários são os crioprotetores utilizados nos protocolos de criopreservação, entre eles 

estão PVS1, PVS2, PVS3, PVS4 e VSL (Vitrification Solution L). O mais utilizado é o PVS2, 

que consiste em 30% (p/v) de glicerol, 15% (p/v) de etilenoglicol, 15% de DMSO (p/v) e 0,4 

M de sacarose [13,7% (p/v)] em meio MS (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990). 

Segundo Gámez-Pastrana; González-Arnao e Martínez-Ocampo (2011), o PVS2 foi mais 

eficaz na remoção de água congelável da célula, quando comparado com outros 

crioprotetores. Além do tipo de crioprotetor utilizado, também é muito importante levar em 

consideração o tempo que os explantes ficam expostos à ele (KULUS; ZALEWSKA, 2014). 

Este tempo pode variar entre 15 e 25 min (TAKAGI et al., 1997; THINH; TAKAGI, 2002) e 

1 e 2 h no caso de protocormos de orquídeas (ANTONY et al., 2011, BUKHOV et al., 2006). 

Além disso, o tipo de explante utilizado, a espécie estudada e o genótipo utilizado podem 

determinar o tempo de exposição ao crioprotetor. 

O método criogênico utilizado também pode ter grande influência nos resultados finais 

da criopreservação. Um método bastante utilizado e que têm apresentado excelentes 

resultados para diversas espécies é a droplet-vitrification. Este método teve origem a partir da 

idéia em utilizar folhas de alumínio durante o processo de criopreservação (KARTHA et al., 

1982) e apresenta algumas vantagens, como por exemplo, as folhas de alumínio permitem alta 

condutividade de calor, o que leva os explantes à atingirem taxas de congelamento e 

aquecimento muito elevadas, evitando a formação de cristais de gelo (KULUS; ZALEWSKA, 

2014). Além disso, uma pequena quantidade de crioprotetor é utilizada, o que também 

contribui para o rápido congelamento e aquecimento (SAKAI; ENGELMANN, 2007). 

Outras vantagens deste método são a rápida transferência dos ápices para dentro e fora 

do nitrogênio e também a menor manipulação dos explantes, evitando assim riscos de lesões 

aos tecidos criopreservados (KACZMARCZYK et al., 2011; KULUS; ZALEWSKA, 2014). 

Um outro método criogênico recentemente desenvolvido pelo Instituto Nacional de 

Ciências Agrobiológicas (NIAS) Genebank (Tsukuba, Japão) (VUJOVÍC et al., 2015) e que 

também tem demonstrado resultados promissores é o método da crioplaca. Este método utiliza 

placas criogênicas de alumínio durante o processo da criopreservação. Ele surgiu com o 

intuito de aprimorar a metodologia da droplet-vitrification, técnica que apesar das inúmeras 

vantagens apresentadas, exige um alto nível de habilidade do executor (KULUS; 

ZALEWSKA 2014).  

No método da crioplaca os explantes são dispostos em pequenos poços nas placas de 

alumínio, onde são fixados por meio do seu encapsulamento em alginato de sódio. O alginato 

além de fixar os explantes nas placas de alumínio, tem função de proteção, visto que como ele 
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evita o contato direto do explante com as soluções crioprotetoras, pode ocorrer a atenuação do 

efeito tóxico destas soluções (YAMAMOTO et al., 2011b). Neste método, a desidratação 

pode ocorrer de duas formas, por meio de uma solução de vitrificação (desidratação 

osmótica), denominada de V-crioplaca, ou por meio da desidratação em fluxo laminar 

(desidratação física), a chamada D-crioplaca (NIINO et al., 2014). 

Outro fator que tem grande influência na recuperação após a criopreservação é a idade 

da planta que fornece o explante a ser criopreservado. O material a ser criopreservado deve 

ser o mais jovem possível, pois de acordo com Kulus e Zalewska (2014), as células deste tipo 

de material são mais tolerantes ao congelamento.  

Para Uchendu e Reed (2008), a recuperação das plantas após a criopreservação, 

depende de muitos fatores, incluindo idade da planta mãe, pré-tratamentos, comprimento e 

tipo de aclimatização ao frio, método criogênico utilizado e processo de recuperação. 
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CAPÍTULO 2 TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA DE UM HÍBRIDO COMERCIAL DE 

EUCALIPTO VISANDO O AUMENTO DA SÍNTESE DE CELULOSE 

RESUMO 

Devido a grande importância econômica que a celulose apresenta, o desenvolvimento de 

genótipos com maior produtividade deste polímero são cada vez mais desejados. Estes 

genótipos podem ser obtidos por meio da transformação genética de plantas, com a inserção 

de genes relacionados à síntese de celulose. O presente trabalho teve como objetivo a 

transformação genética do híbrido Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla com o gene 

OsCesA4, que tem papel na produção de celulose na parede celular secundária. Após o 

processo de transformação do eucalipto com o gene de interesse, foi realizada a seleção das 

plantas transformadas com o agente seletivo PPT e estas foram confirmadas por meio de PCR 

convencional. Em seguida foi realizada uma PCR com o primer do gene Bar, a fim de 

certificar que o gene amplificado não era endógeno do eucalipto e sim o presente no cassete 

gênico inserido nas plantas. Além disso para certificar que este gene não era uma 

contaminação por Agrobacterium tumefasciens, foi realizada uma PCR com os primers do 

gene que confere resistência aos antibióticos estreptomicina e espectinomicina (Sm/Sp). Após 

a confirmação das plantas in vitro que passaram pelo processo de transformação, estas foram 

aclimatizadas em casa de vegetação e o teor de celulose foi analisado. Além disso uma outra 

PCR, utilizando os primers do gene de interesse foi realizada com as plantas aclimatizadas. 

Dos 6 eventos sobreviventes ao PPT, 5 apresentaram o amplicom do gene de interesse na 

PCR realizada com as plantas in vitro. Também foi confirmada a inserção do cassete gênico 

nos 5 eventos por meio da PCR com os primers do gene Bar. Já a PCR para verificar se as 

plantas estavam contaminadas por A. tumefasciens foi inconclusiva, devido a amplificação em 

todos os eventos e inclusive a planta controle. A PCR utilizando o DNA das plantas 

aclimatizadas não apresentou reprodutibilidade comparado a PCR das plantas in vitro. 

Associado a estes resultados, o teor de celulose das plantas que passaram pela transformação e 

plantas controle foram estatisticamente iguais, sugerindo desta forma que as plantas que 

sobreviveram ao agente seletivo eram quimeras. A regeneração das plantas quimeras foi 

atribuída à concentração de PPT utilizada no meio de seleção, que pode ter sido muito baixa, 

e a proteção das células não transformadas pelas células transformadas que as circundavam. 

 

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

Due to the great economic importance presented by cellulose, the development of genotypes 

with higher productivity of this polymer are increasingly desired. These genotypes can be 

obtained through genetic transformation of plants, with the insertion of genes related to the 

cellulose synthesis. The present work aimed at the genetic transformation of the Eucalyptus 

grandis X Eucalyptus urophylla hybrid with the OsCesA4 gene, which plays a role in 

cellulose production in the secondary cell wall. After the eucalyptus‟ transformation with the 

gene of interest, the transformed plants were selected with the PPT selective agent and 

confirmed by conventional PCR. Then PCR was performed with the primer of the Bar gene to 

certify that the amplified gene was not endogenous to eucalyptus but rather present in the 

gene cassette inserted in the plants. In addition to certifying that this gene was not a 

contamination by Agrobacterium tumefasciens, a PCR was performed with the primers of the 

antibiotic resistance-conferring gene streptomycin and spectinomycin (Sm / Sp). After 

confirming the in vitro plants that underwent the transformation process, they were 

acclimatized in an greenhouse and the cellulose content was analyzed. In addition, another 

PCR using the primers of the gene of interest was performed with the acclimatized plants. Of 

the 6 events that survived to PPT, 5 presented the amplicon of the gene of interest in the PCR 

performed with the plants in vitro. It was also confirmed the insertion of the gene cassette in 

the 5 events by PCR with the primers of the Bar gene. The PCR to verify whether the plants 

were contaminated by A. tumefasciens was inconclusive, due to the amplification in all the 

events (even in the control plant). PCR using the DNA of the acclimatized plants showed no 

reproducibility compared to PCR of plants in vitro. Associated with these results, the cellulose 

content of the plants that underwent the transformation and control plants were statistically 

the same, suggesting that the plants that survived the selective agent were chimeras. The 

regeneration of chimera plants was attributed to the concentration of PPT used in the selection 

medium, which may have been very low, and the protection of the untransformed cells by the 

surrounding transformed cells. 

 

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

A produção de celulose vem crescendo cada vez mais no cenário mundial, 

principalmente devido às fibras curtas, matéria prima proveniente da árvore de eucalipto 

(IBÁ, 2017). Em 2018, o Brasil alcançou a segunda posição na produção mundial de celulose 

com 19,5 milhões de toneladas (IBÁ, 2018), sendo que as espécies de eucalipto mais 

utilizadas para o fornecimento de fibras curtas são Eucalyptus grandis, E. saligna, E. 

urophylla bem como o híbrido E. grandis x E. urophylla (REMADE, 2002).  

A importância econômica deste polímero se deve ao fato dele ser utilizado não só na 

indústria de papel, mas também nas indústrias têxtil, farmacêutica, alimentícia e de 

cosméticos (BNDES, 2014). Recentemente a celulose também tem sido utilizada como uma 

fonte renovável de biocombustível (MEENTS; WATANABE; SAMUELS, 2018). 

Nos vegetais, a celulose está presente nas paredes celulares e sua síntese ocorre por 

meio de proteínas denominadas CesA, as quais juntas formam um complexo denominado 

Complexo Celulose Sintase (CCS). Cada uma destas proteínas CesA é codificada por um 

determinado gene CesA, os quais podem variar em número de acordo com cada espécie 

(DOBLIN et al., 2002). Em Arabidopsis por exemplo, AtCesA1, AtCesA3 e um dos 

AtCesA2/5/6/9 estão envolvidos na síntese de celulose da parede primária (DOBLIN et al., 

2002) e AtCesA4, AtCesA7 e AtCesA8 são essenciais na síntese de celulose da parede 

secundária (PERSSON et al., 2005).  

Diante da importância econômica da produção de celulose em árvores de eucalipto, a 

qual os genes CesA possuem papel fundamental, a busca por melhorias neste gênero visando 

uma produtividade cada vez maior é frequente, e árvores com características fenotípicas de 

interesse têm sido selecionadas no decorrer do tempo e introduzidas em programas de 

melhoramento, a fim de obter genótipos mais produtivos (GARTLAND et al., 2003).  

Além disso, associadas à estes programas de melhoramento, aplicações 

biotecnológicas, como a transformação genética, podem melhorar características, que 

permitirão ganhos tanto em produtividade como em sustentabilidade, as quais via método de 

melhoramento convencional são consideradas impraticáveis (NEHRA et al., 2005, TORRE et 

al., 2014). 

O presente estudo teve como objetivo transformar um híbrido comercial de eucalipto 

via Agrobacterium tumefaciens inserindo o gene OsCesA4 e avaliar se houve alteração desse 

composto na parede celular secundária das fibras de eucalipto.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Local de condução e material vegetal 

O experimento foi conduzido no Laboratório Central de Biologia Molecular (LCBM), 

na Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os ápices caulinares, utilizados como explante 

para o experimento de transformação, foram obtidos a partir de plantas do híbrido comercial 

de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla estabelecidas in vitro e mantidas em sala de 

crescimento com fotoperíodo de 16 horas, luminosidade de 35 μmol.m
-2

.s
-1

 e temperatura de 

26±2°C. 

2.2 Construção do plasmídeo 

Para a transformação genética foi utilizado o vetor binário p7i2x, contendo o cassete 

gênico (FIGURA 4) a ser inserido no genoma da planta, múltiplos sítios de clonagem, genes 

marcadores de seleção, além das sequências das bordas esquerda e direita necessárias para o 

reconhecimento da maquinaria natural da Agrobacterium tumefaciens. O cassete gênico 

contém um promotor da Ubiquitina, o gene de interesse OsCesA4 isolado de arroz e 

homólogo de AtCesA8, um terminador NOS-T e o gene marcador de seleção de plantas Bar, o 

qual confere resistência ao herbicida Fosfinotricina (PPT), flanqueado pelo promotor 

constitutivo 35-S e o terminador E9. Este vetor binário também contém o gene de resistência 

aos antibióticos Espectinomicina e Estreptomicina utilizados para a seleção das bactérias 

transformadas. 

 

Figura 4 –  Esquema do cassete gênico, contendo o gene de seleção Bar, seu promotor 35S e 

o terminador E9, e o gene de interesse OsCesA4, com o promotor da Ubiquitina e 

o terminador NOS. LB – borda esquerda, RB – borda direita. 

 

 
 

Fonte: Preparada pela autora. 

2.3 Confirmação da presença do vetor em Agrobacterium tumefaciens 

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

estocadas à -80°C no Laboratório Central de Biologia Molecular (LCBM), da Universidade 
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Federal de Lavras (UFLA). Para a confirmação da presença do vetor nas bactérias foi 

realizada uma Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando o primer que amplifica o 

gene de interesse, no caso o OsCesA4. Para este procedimento foi realizada a extração do 

DNA plasmidial através da lise celular utilizando uma solução alcalina. Para isso 10µL da 

solução do estoque de bactérias (estoque em glicerol) foi colocada em 5 mL de meio LB 

líquido contendo os antibióticos Espectinomicina 100 µg/mL e Estreptomicina 300 µg/mL 

(concentrações no meio de cultura). Estas bactérias cresceram por 48 horas a 28°C sob 

rotação de 200 rpm. Desta solução foram transferidos 2 mL para microtubos e centrifugados a 

14000 rpm por 2 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet 

ressuspendido com 200µL de uma primeira solução (50 mM TRIS, 10 mM EDTA, 0,1 g/L 

RNAse A, a um pH de 8,0), utilizando vortex. Para a lise celular 200µL de uma segunda 

solução alcalina (200 mM NaOH e 1% p/v SDS) foi adicionado e, sucessivamente, mais 200 

µL de uma terceira solução (3M Acetato de Potássio a um pH de 5,5).  

As amostras permaneceram 10 minutos em gelo e foram centrifugadas a 14000 rpm 

por 10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para microtubos de 1,5 mL, contendo 

450 µL de isopropanol 100%, para a precipitação do DNA plasmidial. Os microtubos 

permaneceram em temperatura ambiente por 5 minutos e foram centrifugados, novamente, a 

14000 rpm por 10 minutos para a formação do pellet contendo o plasmídeo. O álcool 

isopropílico foi retirado e acrescentado etanol 75% com o intuito de lavar o pellet. O etanol 

foi descartado e o pellet ressuspendido com 20 µL do tampão TE (10mM Tris, 1mM EDTA a 

um pH de 8,0). 

O DNA plasmidial obtido foi quantificado em espectrofotômetro (Nanodrop
®
 ND-

1000) a A260 nm. Para a amplificação do gene OsCesA4 foi realizada uma reação contendo 1 

U de GoTaq
®
 Flexi DNA polimerase (Promega

®
), 3 µL tampão 5 X, 0,6 mMol/L dNTP mix, 

1,75 mM de MgCl, 0,4 µM de primer do gene (Fw: 5‟ - GGAAAGAGATTGGCTGGAT e 

Rv: 5‟ – GATGCCGATGCCACTCCACC), 5% de DMSO e 3,33 ng/µL do DNA extraído, 

completando o volume final com água ultrapura autoclavada para 25 µL. A amplificação foi 

realizada em termociclador Eppendorf
®
 Mastercycler, programado com temperatura de 

desnaturação inicial de 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de amplificação compostos de 3 etapas: 

95 °C, por 30 segundos; 60°C por 30 segundos; 72 °C, por 2 minutos com uma extensão final 

de 2 minutos a 72 °C. O resultado da PCR foi visualizado a partir da técnica de eletroforese 

em gel de agarose 1% (80 mL TAE, 0,8g agarose e 0,8µL de Brometo de Etídio) sob uma 

voltagem de 80 V, por um período de 50 minutos, esperando a amplificação de um fragmento 
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de 456 pb. Após confirmação, a bactéria foi utilizada para o procedimento de transformação 

genética dos calos de eucalipto. 

2.4 Transformação genética do clone LCBM2 

Para a transformação genética via Agrobacterium tumefaciens foram utilizados calos 

organogênicos do clone comercial LCBM2 de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla 

formados a partir do meio de cultura desenvolvido por Batista (2012). Para a indução dos 

calos, 300 ápices caulinares foram inoculados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 

acrescido de 0,001 mg/L de ANA (ácido naftaleno acético), 0,1 mg/L de TDZ (Thidiazuron), 

30 g/L
 
de sacarose e 4,9 g/L de ágar (meio de indução de calos), onde permaneceram por um 

período de 10 dias no escuro à uma temperatura de 26±2°C, até o momento da infecção.  

Para a infecção dos calos foram utilizadas as bactérias confirmadamente 

transformadas. Para isso 10 µL da cepa LBA4404 foi inoculada em 5 mL de meio LB líquido 

suplementado com antibióticos Espectinomicina 100 µg/mL e Estreptomicina 300 µg/mL 

(concentrações no meio de cultura) e permaneceram sob agitação de 200 rpm a 28°C por 48 

horas. Após este tempo, foi adicionado ao pré-inóculo 100 mL de meio LB com os 

respectivos antibióticos onde permaneceram novamente sob agitação nas mesmas condições 

citadas acima. Para o processo de transformação, as bactérias foram transferidas para tubos 

falcon de 50 mL e centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet, contendo as bactérias, foi ressuspendido em meio de indução líquido 

contendo 100 µM de acetoseringona, até atingir uma densidade óptica de 0,45. 

Os calos a serem transformados foram transferidos para erlenmeyers de 25 mL, 

contendo 10 mL do meio líquido com as bactérias. Os erlenmeyers foram colocados em uma 

câmara de vácuo e submetidos a um vácuo de 400 mmHg por 4 minutos (BALIEIRO, 2013). 

Ao todo, 200 calos foram transformados, 50 passaram pelo mesmo processo, porém sem 

contato com a bactéria (controle infiltração) e os outros 50 foram diretamente transferidos 

para meio de indução de calos, sem passarem pelo processo de infiltração (controle total). 

 Após este processo, os calos transformados foram inoculados em um novo meio de 

indução sólido apresentando a mesma composição dos anteriores, mas acrescido de 100 µM 

de acetoseringona, onde permaneceram por 5 dias no escuro com temperatura de 26°C ± 2, 

para a fase de co-cultivo. Depois desta fase, os calos foram novamente transferidos para outro 

meio de indução contendo 500 mg/L de Tioxin
®
, para a eliminação das A. tumefaciens, onde 

permaneceram por 15 dias em salas de cultivo nas mesmas condições anteriores.  
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Depois de 30 dias em meio de indução, os calos foram transferidos para meio de 

regeneração MS acrescido de 0,1 mg/L de ANA, 0,3 mg/L de BAP (6-benzilaminopurina), 30 

g/L
 
de sacarose e 4,9 g/L de ágar (BATISTA, 2012). Além disso, foi adicionado a este meio o 

herbicida fosfinotricina (FINALE
®

) na concentração de 0,6 mg/L (testada em experimentos 

anteriores) para a seleção das plantas transformadas. Aos 15 dias, os calos foram 

subcultivados para um novo meio de regeneração com a mesma composição citada 

anteriormente, além da presença do herbicida fosfinotricina, e mantidos em sala de 

crescimento com temperatura de 26°C ± 2 e luminosidade de 35 μM fótons/m
2
/s. 

Após este período, plantas provenientes dos calos foram excisadas e transferidas para 

meios de multiplicação MS acrescido de 1 mg/L de AIA (ácido indolacético), 0,03 mg/L de 

BAP, 20 g/L
 
de sacarose, 1,7 g/L

 
de phytagel e 0,6 mg/L de fosfinotricina para a sucessiva 

seleção das plantas. As plantas foram subcultivadas a cada 30 dias até atingirem um tamanho 

ideal para as posteriores avaliações e até todas as plantas, do controle infiltração, serem 

eliminadas.  

2.5 Extração do DNA genômico 

Para extração do DNA genômico foi utilizado o protocolo de extração CTAB (Catonic 

Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide) com modificações. A parte aérea das plantas 

sobreviventes ao herbicida foi coletada, macerada em nitrogênio líquido e transferida para 

eppendorf de 2 mL. Após este procedimento, foi acrescido a cada eppendorf 1,4 mL do 

tampão CTAB (2% p/v CTAB; 2,5% p/v de PVP-40; 2M NaCl; 100 mM tris-HCl pH 8,0; 25 

mM EDTA pH 8,0) e em seguida foi adicionado 2% (v/v) de β-mercaptoetanol (cerca de 28 

µL) em cada amostra e homogeneizado por 30 segundos com auxílio de vórtex. As amostras 

foram colocadas em Thermomixer comfort por 40 minutos a 65°C e homogeneizadas por 

inversão a cada 10 minutos. Após este período as amostras foram submetidas a um choque 

térmico em gelo por 5 minutos para a posterior centrifugação por 10 minutos a 11000 rpm. 

Em seguida, aproximadamente 800 µL do sobrenadante foi coletado e transferido para um 

novo tubo de 2 mL, onde foi acrescentado 800 µL da mistura clorofórmio: álcool isoamílico 

(24:1 (v/v)) seguido de uma homogeneização por inversão por 10 min. As amostras foram 

centrifugadas por 10 minutos a 11000 rpm e o sobrenadante, novamente, coletado 

(aproximadamente 600 µL) e transferido para um novo tubo de 1,5 mL.  

Para a precipitação do DNA genômico, a cada amostra foi adicionado 600 µL de 

álcool isopropílico gelado, homogeneizada por inversão e incubada a -20°C por 2-4 horas. 
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Após esta etapa, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 11000 rpm e o 

sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 500 µL de etanol 70% gelado. 

Depois, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 11000 rpm. Após a retirada do 

etanol e a secagem do pellet, este foi ressuspendido com 50 µL do tampão TE e armazenado a 

-20°C. O DNA genômico foi quantificado em espectrofotômetro (Nanodrop
®
 ND-1000) a 

A260 nm. 

2.6 Confirmação da presença do gene OsCesA4 através da inserção do cassete gênico nas 

plantas 

Para a confirmação da presença do gene de interesse no genoma da planta foi realizada 

PCR convencional, contendo 1 U de GoTaq
®
 Flexi DNA polimerase (Promega

®
), 3 µL 

tampão 5 X, 0,6 mMol/L dNTP mix, 1,75 mM de MgCl, 0,4 µM de primer do gene e 3,33 

ng/µL de DNA, completando o volume final com água ultrapura autoclavada para 25 µL. A 

amplificação foi realizada em termociclador Eppendorf
®
 Mastercycler, programado com 

temperatura de desnaturação inicial de 95 °C, por 5 minutos, 35 ciclos de amplificação 

compostos de 3 etapas: 95 °C, por 30 segundos; 60°C por 30 segundos (anelamento do 

primer); 72 °C, por 2 minutos com uma extensão final de 10 minutos a 72 °C. 

O resultado da PCR foi visualizado a partir da técnica de eletroforese em gel de 

agarose 1% (80 mL TAE, 0,8 g agarose e 0,8 µL de Brometo de Etídio) sob uma voltagem de 

80 V por 50 minutos, esperando a amplificação de um fragmento com 456 pb.  

Para certificar de que o gene de interesse amplificado não era endógeno do eucalipto 

foi realizada uma PCR com os primers do gene Bar (Fw: 5‟ - TGCACCATCGTCAACCAC e 

Rv: 5‟ – GGCATGACGTGGGTTTCT). A amplificação foi realizada em termociclador 

Eppendorf
®
 Mastercycler, programado com temperatura de desnaturação inicial de 95 °C, por 

10 minutos, 35 ciclos de amplificação compostos de 3 etapas: 95 °C, por 30 segundos; 61°C 

por 30 segundos (anelamento do primer); 72 °C, por 2 minutos com uma extensão final de 10 

minutos a 72 °C. 

O resultado da PCR foi visualizado a partir da técnica de eletroforese em gel de 

agarose 1% (80 mL TAE, 0,8 g agarose e 0,8 µL de Brometo de Etídio) sob uma voltagem de 

80 V por 50 minutos, esperando a amplificação de um fragmento com 616 pb.  

Para certificar que a amplificação nas plantas não era uma possível contaminação por 

A. tumefasciens foi realizada uma PCR com os primers do gene que confere resistência aos 

antibióticos estreptomicina e espectinomicina (Sm/Sp) (Fw: 5‟ – 
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GCGGTTTTCATGGCTTGTTA e Rv: 5‟ – GCCGAAGTTTCCAAAAGGTC). A 

amplificação foi realizada em termociclador Eppendorf
®
 Mastercycler, programado com 

temperatura de desnaturação inicial de 95 °C, por 5 minutos, 35 ciclos de amplificação 

compostos de 3 etapas: 95 °C, por 30 segundos; 63,5°C por 30 segundos (Anelamento do 

primer); 72 °C, por 2 minutos com uma extensão final de 2 minutos a 72 °C. 

O resultado da PCR foi visualizado a partir da técnica de eletroforese em gel de 

agarose 1% (80 mL TAE, 0,8g agarose e 0,8µL de Brometo de Etídio) sob uma voltagem de 

80 V por 50 minutos, esperando a amplificação de um fragmento com 383 pb.  

2.7 Enraizamento e aclimatização das plantas 

Após a confirmação e multiplicação das plantas transformadas, estas foram 

transferidas para meio de enraizamento MS ¼ força, acrescido de 15 g/L
 
de sacarose, 

pantotenato de cálcio, biotina, ácido indol-butírico (AIB) na concentração de 0,1 mg/L e 4,9 

g/L
 
de ágar. As plantas foram mantidas neste meio por 30 dias. Após este período, as plantas 

passaram pelo processo de aclimatização em que estas foram transplantadas para copos 

plásticos descartáveis de 770 mL, com substrato comercial, e cada uma foi revestida por um 

saco plástico e transferida para casa de vegetação com 90% de umidade relativa do ar, 

temperatura média de 31°C, sistema de nebulização automático a cada 5 minutos, fotoperíodo 

de 12 horas e intensidade de luz de 52 μmol/m
2
/s. Após 2 dias foi realizado um corte em um 

dos vértices do saco plástico, depois de 5 dias do primeiro corte o outro vértice foi cortado e 

passados mais 5 dias toda a parte superior do saco plástico foi retirada. Após 30 dias em casa 

de vegetação, os caules das plantas aclimatizadas foram coletados e macerados para posterior 

análise de celulose (as plantas foram irrigadas desde o primeiro corte no saco plástico). 

2.8 Quantificação de celulose na parede celular 

Para extração e quantificação de celulose da parede celular de eucalipto foi utilizado o 

protocolo de Tang et al. (2015) com modificações. Para extração da celulose, 500 mg de caule 

de eucalipto de plantas provenientes da estufa foram macerados em nitrogênio líquido. Depois 

disso o material macerado foi seco em estufa à 65°C por 2 dias e logo após a massa seca das 

amostras foi pesada. O macerado foi tratado com 1,25 mL de etanol 80% por 1 h e 

centrifugado a 10000 rpm por 10 min à temperatura ambiente. Em seguida o sobrenadante foi 

descartado e o macerado foi tratado com 1,25 mL de etanol 100% por 1 h e centrifugado nas 
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mesmas condições acima. O sobrenadante foi novamente descartado e foi acrescentado 1,25 

mL de acetona a 100% por 3 vezes durante 10 min cada vez. Ao final de cada tempo as 

amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 min à temperatura ambiente. Os resíduos 

insolúveis em álcool (AIR) obtido dos tratamentos com etanol e acetona, foram secos sob 

vácuo no Eppendorf - Concentrator 5301 à 60°C por 2 h e hidrolisados com 1 mL de ácido 

trifluoracético (TFA) 2 M à 120°C por 2 h. Após o esfriamento das amostras, estas foram 

centrifugadas à 3000 rpm por 3 min à temperatura ambiente para a separação dos 

monossacarídeos hidrolisados da celulose não digerida. A celulose não digerida (pellet) foi 

ressuspendida em 800 µL de água destilada, agitada em vórtex e centrifugada à 3000 rpm por 

3 min. Essa última lavagem foi repetida por 5 vezes e na quinta lavagem o sobrenadante foi 

descartado. Depois foi adicionado mais 800 µL de água destilada e agitada novamente em 

vórtex. Destes 800 µL, foram colocados 200 µL da suspensão em tubos de ensaio. Em cada 

tubo com 200 µL da suspensão (amostra + água), foi adicionado 200 µL de fenol a 5% (v/v) e 

2 mL de ácido sulfúrico P.A. A mistura foi rapidamente agitada em vórtex por ~3 segundos e 

deixadas por 4 h em descanso à temperatura ambiente. Após este período foi realizada a 

leitura das amostras em Nanodrop à 500 nm. Para a curva padrão, 0,015 g de Celulose 

Microcristalina P.A da marca Synth foi pesada e ressuspendida em 800 µL de água destilada. 

Dos 800 µL da suspensão, 200 µL foram colocados em um tubo de ensaio e as mesmas 

quantidades de fenol e ácido sulfúrico foram adicionados como mencionado acima e 

procedeu-se da mesma maneira realizada para as amostras. Foram realizadas a leitura de ao 

menos 5 pontos para a confecção da curva. 

Para o experimento de quantificação de celulose foi utilizado o Delineamento 

Inteiramente Casualizado (DIC), com 6 tratamentos (planta controle e 5 eventos confirmados 

– cada evento representado por uma única planta) e 6 repetições por tratamento, sendo cada 

repetição composta de uma planta. Os dados foram submetidos à Análise de Variância 

(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) através do 

programa estatístico SISVAR versão 4.3 (FERREIRA, 1999). 
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3 RESULTADOS 

3.1 Confirmação da presença do vetor em Agrobacterium tumefaciens 

Após o procedimento de lise celular em A. tumefaciens, foi realizada uma PCR com o 

DNA plasmidial obtido e o resultado desta PCR foi observado no gel de agarose representado 

pela Figura 1. Neste gel observa-se o amplicon de 456 pb, correspondente ao gene de 

interesse OsCesA4, nas duas colônias de A.tumefasciens analisadas (C3.1, na concentração 

total de DNA e na concentração diluída à 50 ng/µL, e a colônia C4.1, diluída à 50 ng/µL). 

Para o controle positivo (C+) foi utilizado DNA da bactéria Escherichia coli transformada. 

Este resultado confirma a inserção do gene de interesse em A. tumefaciens. 

 

Figura 1 –  Gel de agarose com colônias de Agrobacterium tumefasciens transformadas. M: 

marcador molecular de 10000 pb; C+: DNA de E. coli transformada; C3.1 50: 

colônia 3 de A. tumefasciens com DNA a 50 ng/µL; C3.1 total: colônia 3.1 de A. 

tumefasciens com DNA sem diluição e C4.1 50: colônia 4.1 de A. tumefasciens 

com DNA a 50 ng/µL. 

 

Fonte: Preparada pela autora. 

3.2 Confirmação da presença do gene OsCesA4 por meio da inserção do cassete gênico 

nas plantas 

Com a confirmação da inserção do gene de interesse em A. tumefaciens, realizou-se a 

transformação genética dos calos de E. grandis X E. urophylla pelo método de transformação 
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indireto, utilizando a bactéria A. tumefaciens. Depois do processo de transformação, realizou-

se uma PCR com o DNA genômico das plantas que sobreviveram ao processo de seleção, 

com o herbicida Fosfinotricina (PPT), e o resultado desta PCR foi observado no gel de 

agarose representado pela Figura 2. Das plantas que sobreviveram ao processo de seleção, em 

5 dos 6 eventos analisados observou-se um amplicon de 456 pb, correspondente ao tamanho 

do gene de interesse OsCesA4. O evento 2 foi o único que não apresentou o amplicon de 456 

pb, sendo este um possível escape. Como esperado, não houve amplificação da planta 

controle (P-). Para o controle positivo, representado por C+, foi utilizado o DNA de A. 

tumefaciens e para o controle negativo da reação, representado por C-, foi utilizado água no 

lugar do DNA. 

 

Figura 2 –  Gel de agarose da confirmação de 5 eventos contendo o gene de interesse 

OsCesA4 em plantas de eucalipto. M: marcador molecular de 10000 pb; C-: 

controle negativo (água); P-: planta controle (não transformada); E1, E3, E4, E6 e 

E7: eventos confirmados (cada um representado por uma única planta de 

eucalipto), E2: planta não confirmada (escape); C+: controle positivo (DNA de A. 

tumefasciens transformada). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Preparada pela autora. 

 

Com a confirmação da presença do gene OsCesA4 nas plantas foi realizada uma outra 

PCR, com o DNA das plantas que passaram pelo processo de seleção com o PPT, porém desta 

vez foi utilizado os primers do gene de seleção Bar, a fim de certificar que a amplificação do 

gel anterior não era de um gene endógeno do eucalipto e sim do gene de interesse OsCesA4 

inserido nas plantas por meio do cassete gênico, o qual também contém o gene Bar. O 

resultado desta PCR foi observado no gel de agarose representado pela Figura 3, em que os 5 
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eventos confirmados anteriormente apresentaram um amplicon de 616 pb, correspondente ao 

gene de seleção Bar. Este resultado mostra que o gene amplificado foi mesmo o inserido nas 

plantas e não um gene endógeno do eucalipto. 

 

Figura 3 –  Gel de agarose para a confirmação da inserção do cassete gênico nas plantas 

através do gene Bar. M: marcador molecular de 10000 pb; C-: controle negativo 

(água); P-: planta controle (não transformada); E1, E3, E4, E6 e E7: eventos 

confirmados (cada um representado por uma única planta de eucalipto), C+: 

controle positivo (DNA de A. tumefasciens transformada). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Preparada pela autora. 

 

Com a certificação de que o gene amplificado nas plantas não era endógeno do 

eucalipto, o próximo passo foi realizar uma PCR com o DNA genômico das plantas, 

utilizando os primers do gene que confere resistência aos antibióticos estreptomicina e 

espectinomicina (Sm/Sp), a fim de verificar uma possível contaminação das plantas pela A. 

tumefaciens. O resultado desta PCR pode ser visualizado na Figura 4, o qual pode-se observar 

uma amplificação do gene em todos os eventos anteriormente confirmados e inclusive da 

planta controle (planta não transformada). Visto que este gene está presente apenas em A. 

tumefaciens, o resultado esperado era de que nenhuma planta apresentasse o amplicon deste 

gene (383 pb), o que não ocorreu no presente estudo. Porém não podemos afirmar com 

certeza que as plantas que passaram pela transformação estão contaminadas pela A. 

tumefaciens, visto um amplicon na mesma altura destas plantas foi apresentado pela planta 

controle, a qual não teve nenhum contato com a bactéria. 
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Figura 4 –  Gel de agarose para verificação de possível contaminação com A. tumefasciens 

através do gene que confere resistência à estreptomicina e espectinomicina 

(Sm/Sp). M: marcador molecular de 10000 pb; C-: controle negativo (água); P-: 

planta controle (não transformada); E1, E3, E4, E6 e E7: eventos confirmados 

(cada um representado por uma única planta de eucalipto), C+: controle positivo 

(DNA de A. tumefasciens transformada). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  

Fonte: Preparada pela autora. 

3.3 Quantificação de celulose na parede celular 

Plantas provenientes dos 5 eventos confirmados foram aclimatizadas em estufa e após 

um mês foi avaliado o teor de celulose das mesmas. De acordo com a Tabela 1 podemos 

observar que não houve diferença estatística no teor de celulose nas plantas que passaram pelo 

processo de transformação genética quando comparadas com as plantas que não passaram por 

este processo (controle).  

 

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

Tratamentos Teor de Celulose (mg/g) 

Controle 135,52 a 

Evento 1 165,49 a 

Evento 3 111,06 a 

Evento 4 113,92 a 

Evento 6 104,86 a 

Evento 7 126,32 a 

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

O segmento de celulose é o que mais cresce no setor de árvores plantadas no Brasil, 

sendo o eucalipto o principal fornecedor deste polímero. Desta forma, o estudo de genes que 

alteram a composição da celulose na parede celular do eucalipto é muito importante. 

No presente estudo, embora houve a confirmação da inserção do gene OsCesA4 nas 

plantas que passaram pelo processo de transformação, não foi possível concluir que estas 

plantas estavam realmente transformadas. Primeiramente porque o gel para verificação de 

uma possível contaminação com A. tumefasciens foi inconclusivo. Isto porque todos os 

eventos anteriormente confirmados apresentaram amplificação, inclusive a planta não 

transformada, desta forma, não se pode afirmar que o gene amplificado foi o inserido no 

genoma das plantas ou se era o da bactéria A. tumefaciens, o qual de alguma forma possa ter 

permanecido nas plantas. Um outro ponto também coloca em dúvida se as plantas 

confirmadas estavam ou não transformadas. Após a aclimatização das plantas que passaram 

pelo processo de transformação, uma nova PCR foi realizada utilizando o DNA destas plantas 

e os mesmos parâmetros estabelecidos na PCR das plantas in vitro. Porém, não foi observada 

reprodutibilidade deste novo gel quando comparado com o gel de confirmação das plantas in 

vitro. Problemas como amplificação da planta controle (planta não transformada) ou ausência 

do amplicon de interesse nas plantas supostamente transformadas estavam presentes neste gel 

(gel não apresentado).  

Diante destes resultados, surgiu a hipótese das plantas que passaram pelo processo de 

transformação serem plantas quimeras, ou seja, brotações compostas de uma mistura de 

tecidos transformados e tecidos não transformados (DOMÍNGUEZ et al., 2004).  

O fenômeno de plantas quimeras foi relatado em várias espécies de dicotiledôneas que 

passaram pelo processo de transformação com Agrobacterium, tais como soja (CHRISTOU, 

1990), citrus (DOMÍNGUEZ et al., 2004), Vigna mungo (MURUGANANTHAM et al., 

2007), dentre outras. 

Uma hipótese levantada neste estudo que possa ter levado a regeneração de plantas 

quimeras é a concentração de PPT que foi utilizada para selecionar as plantas. Para a seleção 

de plantas que passam pelo processo de transformação genética deve-se primeiramente 

estabelecer uma curva de mortalidade para o agente seletivo, a fim de aumentar a eficiência 

de seleção dos eventos transformantes (SELVARAJ et al., 2000). Para a obtenção do máximo 

de transformantes, determina-se utilizar a concentração do agente seletivo que inibe 100% do 
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crescimento das plantas controle e permite a regeneração das plantas transformadas (PARK et 

al., 1998). 

Em experimentos de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin) para determinar o 

nível letal do herbicida PPT, foram escolhidas três concentrações para selecionar as plantas 

que passaram pelo processo de transformação (2, 3 e 4 mg/L de PPT), visto que em nenhuma 

delas ocorreu regeneração de brotos. Depois da seleção com o PPT, as plantas sobreviventes 

às três concentrações utilizadas foram analisadas por Southern blot, a fim de verificar a 

presença do transgene nas plantas. O resultado observado foi que apenas as plantas 

sobreviventes a concentração de 4 mg/L de PPT apresentaram o transgene, o que mostra que 

as concentrações de 2 e 3 mg/L de PPT, as quais neste estudo foram consideradas como as 

mínimas concentrações letais para a seleção, originou uma alta frequência de regenerantes não 

transformados (PARK et al., 1998). O resultado destes autores pode explicar a hipótese da 

regeneração de plantas quimeras do presente estudo, visto que o uso de 0,6 mg/L de PPT 

possa ter sido ineficiente para a seleção de plantas que passaram pelo processo de 

transformação, já que esta foi a menor concentração em que não houve regeneração de 

plantas.  

Outras hipóteses também foram propostas para explicar a regeneração de plantas 

quimeras, como: 1) a seleção de células vegetais mutantes resistente ao agente seletivo; 2) 

tolerância não específica endógena das células vegetais ao agente seletivo; 3) proteção de 

células não transformadas, ao agente seletivo, pelas células transformadas que a circundam e 

4) persistência da A. tumefasciens em tecidos infectados (DOMÍNGUEZ et al., 2004). 

A primeira hipótese relatada por Domínguez et al. (2004) também foi observada por 

Cancado et al. (2009), que observaram que a sobrevivência ao agente seletivo de plantas não 

transformadas, pode ocorrer pelo surgimento de variações somaclonais (mutações) nestas 

plantas. No presente estudo, não foi possível afirmar que as plantas que resistiram ao agente 

seletivo eram mutantes, pois segundo Birch et al. (1997), ensaios de expressão do gene 

introduzido são necessários para tal afirmação. 

A segunda hipótese, a qual sugere uma tolerância endógena das células vegetais ao 

agente seletivo, não foi considerada válida neste experimento. Esta hipótese foi negada 

porque no presente trabalho, além do controle total (calos que não passaram pelo processo de 

transformação), foi utilizado o controle infiltração, representado pelos calos que passaram por 

todo o processo de transformação porém não entraram em contato com a bactéria A. 

tumefaciens. Como as plantas deste controle não sobreviveram ao meio de seleção com o 

herbicida fosfinotricina, foi descartada a possibilidade de uma tolerância endógena das plantas 
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ao agente seletivo. Domínguez et al. (2004) também não consideraram esta hipótese. Pois de 

acordo com os autores, explantes controle que não foram inoculados com bactéria, ao serem 

cultivados com 100 mg/L de Canamicina não regeneraram plantas. 

A terceira hipótese, que sugere a ocorrência de uma proteção de células não 

transformadas por células transformadas circundantes, chamada de “proteção-cruzada” por 

Park et al. (1998), também foi considerada como capaz de explicar a possível regeneração de 

quimeras neste estudo. Isto porque, no meio de seleção com o agente seletivo PPT a 

regeneração dos brotos de eucalipto ocorreu a partir dos calos que passaram pelo processo de 

transformação, e parte desse calo (camada superior) não se encontrava em contato direto com 

o agente seletivo presente no meio de cultura. Desta forma, é provável que algumas plantas 

regeneradas tenham vindo de uma mistura de células de calos transformadas e não 

transformadas, já que estas foram protegidas pela eficiente detoxificação pelas células 

transformadas circundantes.  

No trabalho de Domínguez et al. (2004), muitas das plantas de citrus consideradas 

como quimeras ou escape surgiram próximas ou mesmo a partir de plantas transformadas, o 

que foi observado por meio da análise visual utilizando os genes repórteres gusA (β-

glucuronidase) e gfp (green fluorescente protein). Chen et al. (2011) embora não 

conhecessem a exata razão da formação de plantas quimeras originadas após a transformação 

de Lesquerella flendleri com A. tumefasciens, também suspeitaram de uma eficiente proteção 

de células não transformadas por células transformadas, pelo motivo de escapes (plantas não 

transformadas) terem surgido próximas ou mesmo a partir de calos quimeras. 

A quarta hipótese, que considera a persistência da A. tumefasciens em tecidos 

infectados não pode ser utilizada para explicar o surgimento de possíveis quimeras no 

presente estudo. Isto porque não houve um resultado conclusivo no gel de verificação de uma 

possível contaminação das plantas com a bactéria A. tumefaciens (resultado apresentado pelo 

gel com os primers Sm/Sp). Apesar disso, uma hipótese de que estas plantas poderiam não 

estar contaminadas por A. tumefasciens se apoia no fato do antibiótico Tioxin
®
, utilizado no 

presente trabalho, ter ação bactericida, eliminando toda a bactéria das plantas, e não apenas 

inibindo o crescimento delas como os antibióticos bacteriostáticos. 

Domínguez et al. (2004), por outro lado, observaram a persistência de A. tumefasciens 

em explantes de citrus que passaram por transformação genética, depois de nove meses do co-

cultivo, e associaram isto ao uso dos antibióticos cefotaxima e vancomocina utilizados para a 

eliminação da bactéria. Segundo estes autores a eliminação completa da bactéria foi mais 

difícil, devido a ação bacteriostática dos antibióticos utilizados.  
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Além destas hipóteses, Cancado et al. (2009) sugerem que a regeneração de plantas 

não transformadas que foram resistentes ao agente seletivo, podem ocorrer por meio da 

degradação do agente seletivo. Hipótese não considerada aqui, visto que análises de 

composição do meio de cultura deveriam ser realizadas para tal afirmação.  

A não alteração do teor de celulose observado em plantas que passaram pelo processo 

de transformação genética em relação as plantas controle, também confirma a suspeita de 

possíveis plantas quimeras.  
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5 CONCLUSÃO 

Diante dos resultados apresentados, sugere-se que as plantas de E. grandis x E. 

urophylla que passaram pela transformação genética são quimeras devido as inconsistências 

das PCRs e a alteração não significativa no teor de celulose entre os eventos que passaram 

pela transformação e a planta controle. Além disso, a regeneração das plantas quimeras é 

atribuída à concentração de PPT utilizada no meio de seleção e a proteção das células não 

transformadas pelas células transformadas que as circundavam. 
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ARTIGO DE REVISÃO BIBLIOGRÁFICA E SISTEMÁTICA - TISs 

O artigo de revisão bibliográfica e sistemática apresentado a seguir, intitulado 

Temporary Immersion System for Micropropagation of Tree Species: a Bibliographic and 

Systematic Review, foi escrito com o objetivo de realizar uma revisão de literatura sobre o uso 

dos Sistemas de Imersão Temporária (TISs) na micropropagação de espécies arbóreas, a fim 

de identificar os principais grupos que estão publicando nesta área, os journals com maior 

aceite deste tipo de trabalho, os parâmetros mais estudados em trabalhos de TISs e as 

possíveis lacunas que ainda necessitam serem elucidadas. Este estudo servirá como base para 

a realização de futuros trabalhos empíricos. 

Este artigo foi publicado em 10 de setembro de 2018 no journal Notulae Botanicae 

Horti Agrobotanici Cluj-Napoca, com fator de impacto 0,648 e indexado em plataformas 

como ISI WoS-SCIE (Clarivate Analytics) e ProQuest. 
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CAPÍTULO 3 MICROPROPAGAÇÃO DE Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla 

EM DIFERENTES SISTEMAS DE IMERSÃO TEMPORÁRIA (TISs) 

RESUMO 

 

A micropropagação de plantas em Sistemas de Imersão Temporária (TISs), também 

conhecidos como Biorreatores de Imersão Temporária, é utilizada como alternativa à 

micropropagação em sistemas convencionais por meio da otimização do processo e redução 

dos custos, principalmente com agentes geleificantes e mão de obra especializada. Estes 

sistemas estão cada vez mais sendo usados nas biofábricas, as quais produzem plantas em 

larga escala e possuem elevado gasto de produção quando utilizam o processo convencional. 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi comparar três diferentes TISs (ElecTIS, SETIS
TM

 e 

Plantform
TM

) na propagação de plantas do híbrido Eucalyptus grandis X Eucalyptus 

urophylla, e compará-los à propagação em meio convencional (semi-sólido). O meio de 

cultura utilizado para os TISs e o sistema semi-sólido foi o JADS acrescido de 0,3 mg/L de 

BAP e 0,1 mg/L de ANA, 30 g/L de sacarose e 4,9 g/L de ágar. A frequência de imersão 

programada para os três TISs foi a cada 8 h com 10 minutos de imersão. Foram avaliados a 

massa fresca nos tempos 0 e 21 dias e o número de brotos aos 21 dias de cultivo. O maior 

incremento em massa fresca foi apresentado pelo meio semi-sólido, o que foi associado ao 

maior tamanho de calo apresentado pelas plantas deste sistema. O maior número de brotos foi 

apresentado pelo ElecTIS. Nenhum dos sistemas apresentou plantas com características 

hiperhídricas. O biorreator ElecTIS foi considerado o sistema mais eficiente na propagação de 

plantas do híbrido E. grandis x E. urophylla. 

 

Palavras-chave: Sistemas convencionais. ElecTIS. Frequência de imersão. Número de 

brotos. 

 

ABSTRACT 
Micropropagation of plants in Temporary Immersion Systems (TISs), also known as 

Temporary Immersion Bioreactors, is used as an alternative to micropropagation in 

conventional systems by means of process optimization and cost reduction, mainly with 

gelling agents and specialized labor. These systems are increasingly being used in 

biofactories, which produce large scale plants and have high production costs when using the 

conventional process. Thus, the objective of this work was to compare three different TISs 

(ElecTIS, SETISTM and PlantformTM) in the propagation of Eucalyptus grandis X 

Eucalyptus urophylla hybrid plants, and to compare them to propagation in conventional 

(semi-solid) media. The culture medium used for TIS and the semi-solid system was JADS 

plus 0.3 mg / L BAP and 0.1 mg / L ANA, 30 g / L sucrose and 4.9 g / L of agar. The 

scheduled immersion frequency for the three TISs was every 8 h with 10 minutes of 

immersion. The fresh mass was evaluated at day 0 and day 21 days and the number of shoots 

at 21 days of cultivation. The highest increment in fresh mass was presented by the semi-solid 

medium, which was associated with the largest callus size presented by the plants of this 

system. The highest number of shoots was presented by ElecTIS. None of the systems 

presented plants with hyperhydric characteristics. The Electis bioreactor was considered the 

most efficient system for the propagation of E. grandis x E. urophylla hybrid plants. 

 

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

  



72 

1 INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento de novas tecnologias na propagação de mudas em larga escala 

vem ganhando um espaço cada vez maior, principalmente para espécies de elevado interesse 

econômico, como é o caso do gênero Eucalyptus (OLIVEIRA et al., 2014). Um exemplo 

disso, são os Sistemas de Imersão Temporária (TISs), equipamentos com um certo nível de 

automação que utilizam meio líquido para a produção de plantas. 

Estes sistemas são mais rentáveis que o método convencional, o qual utiliza meio 

semi-sólido, pois permitem maior ganho em biomassa e redução do tempo necessário para a 

propagação das plantas, consequência da maior aeração do meio de cultura e maior contato 

das brotações com este meio, as quais conseguem absorver mais nutrientes (DUTRA; 

WENDLING; BRONDANI, 2009). Além disso, por ser uma tecnologia com um certo nível 

de automação ocorre uma diminuição da mão de obra e consequentemente dos custos de 

produção, estabelecendo assim, um sistema prático de propagação de plantas in vitro 

(TAKAYAMA; AKITA, 2006; WELANDER et al., 2014). 

Vários TISs vêm surgindo no mercado ao longo dos anos, buscando cada vez mais 

melhorar os aspectos ligados ao seu funcionamento, manuseio, maior produção de plantas em 

um espaço reduzido de tempo, além de prezarem por plantas de qualidade e um menor custo 

de produção. Dentre estes sistemas, podemos destacar três: SETIS
TM4

, Plantform
TM5

 e 

ElecTIS
6
. O último recentemente desenvolvido pela empresa italiana explanta, foi testado 

neste trabalho pela primeira vez e é um sistema inovador em relação aos demais biorreatores 

já existentes. Isto porque seu funcionamento ocorre por meio de um sistema pneumático, que 

permite que as trocas gasosas ocorram internamente ao frasco de cultura, evitando possíveis 

contaminações.  

Apesar do elevado número de biorreatores existentes no mercado e dos diversos 

trabalhos que têm utilizado TIS na propagação de espécies eucalipto, como E. grandis X E. 

urophylla (BUSINGE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2011a, 2011b e 2014; MÁXIMO et al., 

2015), E. globulus (GONZÁLEZ et al., 2011) e E. camaldulensis (MENDONÇA et al., 2016), 

ainda são escassos estudos que comparam a eficácia de diferentes tipos de TISs na 

propagação de espécies arbóreas (CARVALHO et al., 2018), dentre elas árvores de eucalipto. 

                                                
4 Disponível em: <setis-systems.be>. Acesso em: 11 jan. de 2019  
5 Disponível em: < www.plantform.se>. Acesso em: 11 jan. 2019. 
6 Disponível em: < www.explanta.com/bioreactor-electis>. Acesso em: 11 jan. 2019. 
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Desta forma, o objetivo deste trabalho foi comparar os biorreatores ElecTIS, SETIS
TM

 

e Plantform
TM

 na propagação do híbrido E. grandis X E. urophylla e compará-los com a 

propagação em meio semi-sólido. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Local de condução e material vegetal 

Os experimentos foram conduzidos no “Laboratorio di Tecnologie In Vitro e di 

Crioconservazione” no IVALSA/CNR (Istituto per la Valorizzazione del Legno e dele Specie 

Arboree/Consiglio Nazionale delle Ricerche), Florença, Itália.  

O material vegetal utilizado para introdução nos biorreatores foi originado de um 

híbrido comercial de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla preestabelecidos in vitro por 

meio da micropropagação em meio semi-sólido JADS (CORREIA et al., 1995), acrescido de 

0,3 mg/L de BAP e 0,1 mg/L de ANA, 30 g/L de sacarose e 4,9 g/L de ágar. O pH foi 

ajustado para 5,8 e os meios foram autoclavados a 121°C por 20 minutos. 

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

uma intensidade luminosa de 45 μmol/m²/s e temperatura de 23±1ºC.  

2.2 Multiplicação em biorreator 

Foram testados três sistemas de biorreatores de imersão temporária, ElecTIS, SETIS
TM

 

e Plantform
TM

, além do sistema de propagação convencional através do meio semi-sólido. 

Como explantes iniciais para a cultura em biorreator e meio semi-sólido, foram 

utilizados brotos com aproximadamente 2 cm de comprimento com um pequeno calo na base 

e sem a presença da gema apical, pré-cultivados por 7 dias em meio semi-sólido JADS (idem 

ao tópico 2.1) antes da introdução nos biorreatores. Em cada biorreator foram introduzidos 50 

brotos e em cada frasco, contendo 100 mL de meio semi-sólido, foram introduzidos 25 brotos. 

O meio de cultura utilizado tanto para os biorreatores quanto para os frascos foi o 

mesmo citado no tópico 2.1 deste capítulo, com a diferença de conter 4,9 g/L de ágar no meio 

semi-sólido e o meio líquido utilizado nos biorreatores não conter ágar. Para os biorreatores 

ElecTIS e Plantform
TM 

utilizou-se um volume de 500 mL de meio por recipiente e para o 

biorreator SETIS
TM

, 750 mL de meio de cultura foi utilizado. O meio e os biorreatores foram 

autoclavados separadamente, depois em fluxo laminar os explantes e o meio foram inseridos 

nos biorreatores. 

Após a introdução do material vegetal em biorreatores, estes foram mantidos em sala 

de crescimento nas mesmas condições citadas no tópico 2.1. e foram programados para 
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funcionarem em uma frequência de imersão a cada oito horas por um período de imersão de 

dez minutos, baseados em testes anteriores em laboratório. 

O experimento foi repetido duas vezes e ao final foi calculada a média aritmética dos 

resultados obtidos. 

Para avaliação da massa fresca foi realizada a pesagem dos explantes aos 0 e 21 dias 

de idade da cultura. O número de brotos por explante foi obtido pela contagem de novos 

brotos desenvolvidos durante o ciclo de cultivo aos 21 dias de idade da cultura. 
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3 RESULTADOS 

Após os 21 dias de cultivo dos explantes em biorreator e meio semi-sólido, o 

incremento de massa fresca foi analisado. As brotações originadas do método de cultivo 

tradicional, através do meio semi-sólido apresentaram o maior incremento de massa fresca 

(0,27g), quando comparadas às brotações propagadas nos biorreatores ElecTIS, que 

apresentaram um incremento de 0,19 g, Plantform
TM

, com 0,17 g e por último SETIS
TM

, com 

0,11 g (FIGURA 1). Este resultado pode ser explicado pelo maior comprimento apresentado 

pelas brotações cultivadas em meio semi-sólido e também por estas brotações terem 

apresentado uma calosidade na base do explante, que se encontrava em contato direto com o 

meio de cultura (FIGURA 3 A). 

 

Figura 1 – Incremento de massa fresca de explantes cultivados em meio semi-sólido e nos 

biorreatores ElecTIS, SETIS
TM

 e Plantform
TM

, na frequência de imersão a cada 8 

h com imersão de 10 min, aos 21 dias de cultura do hibrído E. grandis X E. 

urophylla. 

 

Fonte: Preparada pela autora. 

 

Em relação à média do número de brotos por explante, foi observado que o biorreator 

ElecTIS apresentou o melhor resultado, com 14,6 brotos. Seguido pelo meio semi-sólido, com 

12,4 brotos, depois o Plantform
TM

 com 11,5 e por último o biorreator SETIS
TM

 com 10,9 

brotos por explante (FIGURA 2). Sugere-se que neste biorreator a fina lâmina de meio de 

cultura que ficou em contato com os explantes no intervalo entre as imersões tenha favorecido 

a maior produção de brotos. 
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Figura 2 – Número de brotos cultivados em meio semi-sólido e nos biorreatores ElecTIS, 

SETIS e Plantform, na frequência de imersão a cada 8 h com imersão de 10 min, 

aos 21 dias de cultura do hibrído E. grandis X E. urophylla. 

 

Fonte: Preparada pela autora. 

 

Além do biorreator ElecTIS ter apresentado o maior número de brotos por explante, as 

brotações produzidas neste biorreator eram mais homogêneas, apresentando um aglomerado 

de brotos de tamanhos similares, comparadas às brotações produzidas nos outros sistemas de 

cultivo. Em nenhum dos quatro sistemas de cultivo testados houve a propagação de plantas 

com características de hiperhidricidade (FIGURA 3).  

 

Figura 3 – Brotações de E. grandis X E. urophylla aos 21 dias cultivadas em A - meio semi-

sólido; B – ElecTIS; C - SETIS
TM

 e D - Plantform
TM

, na frequência de imersão a 

cada 8 h com imersão de 10 min. 
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4 DISCUSSÃO 

Os biorreatores vêm ganhando cada vez mais espaço na micropropagação de diversas 

espécies vegetais como uma alternativa que visa eliminar e, ou automatizar algumas etapas do 

processo de produção de plantas. Porém ainda assim, são escassos trabalhos que compararam 

diferentes tipos de TISs (CARVALHO et al., 2018) a fim de determinar qual sistema se 

adequa melhor a cada espécie. 

Neste trabalho as plantas micropropagadas em meio semi-sólido apresentaram maior 

incremento de massa fresca em relação as plantas micropropagadas em TISs, o que pode ser 

entendido pelo maior comprimento de brotos e maior calosidade na base dos explantes 

apresentados pelas plantas cultivadas em meio semi-sólido, quando comparadas com as 

plantas cultivadas em biorreatores (FIGURA 3). Esse resultado corrobora com Businge et al. 

(2017), que também observaram menor presença de calos em plantas de E. grandis x E. 

urophylla produzidas em biorreatores, quando comparadas com as plantas de meio semi-

sólido; e com o trabalho de McAlister et al. (2005), que ao compararem plantas de clones de 

eucalipto micropropagadas em RITA
®
 e em meio semi-sólido, observaram maior calosidade 

na base dos caules provenientes do sistema semi-sólido.  

Segundo McAlister et al. (2005), os calos formados nos explantes do meio semi-sólido 

foram prejudiciais no estágio de aclimatização das plantas, já que as raízes se formaram a 

partir dos calos e não diretamente do caule das plantas. Além disso, as concentrações de 

oxigênio nos vasos de cultura afetam o desenvolvimento das raízes, desde que a baixa 

disponibilidade de O2 leva a redução do enraizamento ou à formação de raízes anormais 

(JACKSON, 2002 apud MCALISTER et al. 2005), e em sistemas semi-sólidos a mais baixa 

concentração de O2 disponível no gel pode resultar em baixo desenvolvimento radicular. 

O biorreator ElecTIS apresentou o melhor resultado em relação a taxa de 

multiplicação de brotos quando comparado com os demais sistemas testados neste trabalho. 

Ao se comparar TIS com o sistema semi-sólido, que foi o segundo com maior taxa de 

multiplicação de brotos, esta diferença pode ser compreendida pelo fato de que em meio 

líquido as plantas são banhadas pelo meio nutritivo, fazendo com que a absorção de nutrientes 

ocorra por toda a superfície do tecido levando consequentemente a formação de mais brotos, 

enquanto no meio semi-sólido esta absorção só ocorre na base do explante (GONZÁLEZ et 

al., 2011).  

Além do ElecTIS ter proporcionado um maior número de brotos, os custos deste tipo 

de sistemas, que utilizam meio líquido na propagação de plantas, são menores comparados 
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aos sistemas semi-sólidos. Custos com o meio de cultura e seu preparo são reduzidos 

substancialmente em TISs pela eliminação do agente geleificante e do tempo de dispensa do 

meio de cultura, visto que no sistema semi-sólido cada alíquota de aproximadamente 25 mL 

deve ser dispensada frasco por frasco. Ocorre também uma redução no uso da autoclave, já 

que um menor número frascos e de meio de cultura são utilizados em cada transferência. O 

tempo de transferência das plantas para o TISs também são bem mais curtos, já que as plantas 

podem ser inseridas no vaso de uma única vez ou em poucas vezes, enquanto no sistema 

semi-sólido as plantas devem ser colocadas uma a uma cuidadosamente em uma profundidade 

adequada. Se novos nutrientes são necessários durante o ciclo de cultivo, no sistema 

convencional, um maior tempo e mais mão de obra é exigido, visto que os explantes devem 

ser trocados um a um para um novo meio de cultura, enquanto no TIS o meio antigo pode 

simplesmente ser retirado do recipiente e um novo meio ser adicionado. Usando os TISs, 

poucos frascos são utilizados, o que reduz os custos com lavagem (MC ALISTER et al., 

2005). 

Outros trabalhos com espécies de eucalipto também mostraram maior eficiência em 

TISs do que em sistemas semi-sólidos. Em E. grandis X E. urophylla, foi observado uma taxa 

de multiplicação de brotos de 5,75 vezes maior das plantas multiplicadas em biorreator do que 

aquelas multiplicadas em meio semi-sólido (BUSINGE et al., 2017). Hajari et al. (2006), 

trabalhando com clones de E. grandis X E. urophylla e clones de E. grandis observaram taxas 

de multiplicação de brotos variando de 0,5 a 1,58 vezes em plantas cultivadas em biorreator 

RITA
®
 em comparação ao meio semi-sólido. Em um outro trabalho com o híbrido E. grandis 

X E. urophylla foi observado que o aumento do tempo de cultivo de 28 dias para 42 dias 

aumentou o número de brotos por explante cultivados em meio semi-sólido de ~5 a ~20 

brotos, enquanto em biorreator RITA esse aumento foi maior, sendo de ~10 a ~30 brotos. 

Já quando se faz uma comparação entre os três TISs, foi observado um melhor 

desempenho do ElecTIS em relação aos outros dois biorreatores (Plantform
TM

 e SETIS
TM

). O 

menor incremento em massa fresca e menor número de brotos foram apresentados pelo 

biorreator SETIS
TM

. 

O biorreator SETIS
TM

 apresenta o princípio dos frascos gêmeos, composto por dois 

recipientes, no qual em um é colocado o meio de cultura e o outro os explantes. Tendo em 

vista o maior volume de meio de cultura que foi utilizado por este biorreator quando 

comparado aos biorreatores Plantform
TM

 e ElecTIS, sugere-se que o mais baixo incremento 

em massa fresca e número de brotos por explantes possa ter ocorrido como resultado do maior 

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

mL.  

Vilchez e Albany (2015) observaram que uma densidade de 500 mg de massa fresca 

de embriões somáticos inoculados no biorreator RITA
®
, resultou em um maior número de 

embriões com desenvolvimento normal quando comparados com 250 mg de inóculo para um 

mesmo volume de meio de cultura. A densidade de inóculo está diretamente ligada com a 

quantidade de volume de meio disponível por explante e também com o espaço físico para o 

seu desenvolvimento. Em café foi observado que uma baixa quantidade de inóculo, em que 

um maior volume de meio de cultura está disponível por explante, promove uma germinação 

estressante dos embriões e dependendo da magnitude do estresse, podem ocorrer danos 

permanentes no crescimento e desenvolvimento dos embriões, podendo levá-los a morte 

(BARBÓN et al., 2014). Em uma cultivar de cana-de-açúcar cultivada em TIS foi observado 

que maiores volumes de meio produziram menores taxas de multiplicação de brotos. E a 

explicação encontrada pelos autores foi de que substâncias químicas, que são secretadas no 

meio e estimulam o desenvolvimento de brotos, são diluídas quando grandes volumes de meio 

são utilizados (LORENZO et al., 1998). 

Quando se compara os sistemas ElecTIS e Plantform
TM

, a diferença principal, como já 

citada anteriormente, é a respeito do príncipio de funcionamento deles. Enquanto no 

Plantform
TM

 o meio de cultura é impulsionado, pelo ar externo, até os explantes, no ElecTIS 

os explantes é que vão até o meio de cultura por meio de um sistema pneumático. Segundo os 

criadores do sistema ElecTIS, o diferencial dele está na eliminação do risco de contaminação, 

decorrente de conexões com o meio externo (www.explanta.com/bioreactor-electis). Porém 

neste estudo, uma hipótese que pode explicar o maior número de brotos observados em 

ElecTIS em relação ao Plantform
TM 

 pode estar relacionada à pequena quantidade de meio de 

cultura que permanecia em contato com as plantas do biorreator ElecTIS, no período em que 

estas não estavam programadas para estarem em contato com o meio de cultura. Esta pequena 

quantidade de meio que permanecia em contato com os explantes no ElecTIS pode estar 

relacionada com as poucas e pequenas aberturas no fundo da cesta deste biorreator, as quais 

servem para a drenagem do meio de cultura. Visto que enquanto este biorreator apresenta 

apenas 6 aberturas de aproximadamente 0,5 cm nas extremidades do fundo da sua cesta, o 

biorreator Plantform
TM 

apresenta três faixas com pequenas aberturas, que se estendem por 

todo o fundo da cesta deste biorreator, o que leva à uma drenagem mais eficaz do meio de 

cultura para o fundo do frasco. Este filme fino de meio de cultura que permanecia em contato 

com as plantas do sistema ElecTIS no momento que a cesta estava suspensa (período de 8 h – 
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intervalo entre as imersões), pode ter contribuído para absorção ainda maior de meio de 

cultura pelas plantas, levando ao maior número de brotos alcançados ao final do período de 

cultivo. 

Não existe na literatura trabalhos com eucalipto utilizando o biorreator ElecTIS e nem 

trabalhos que comparem este biorreator com outros tipos de TISs. Sendo um sistema 

desenvolvido recentemente, o pouco que foi encontrado a respeito do seu desempenho foi 

apresentado pelo pesquisador Maurizio Lambardi no III Convegno Nazionale sulla 

Micropropagazione (VitroSOI 2017). Plantas do gênero Paulownia ao serem cultivadas em 

ElecTIS apresentaram uma Taxa de Crescimento Relativo (TCR) de 13,6 comparada à 9,8 

quando cultivadas em sistema convencional, Chrysanthemum apresentou uma TCR de 10,0 

em plantas propagadas em ElecTIS e 6,12 para as propagadas em meio semi-sólido. E por 

fim, Nandina domestica apresentou uma TCR de 8,84 em ElecTIS e 7,15 em meio semi-

sólido (LAMBARDI, 2017). 

Muitos trabalhos com micropropagação de eucalipto em TISs apresentaram plantas 

com características hiperhídricas (GONZÁLEZ et al., 2011; HAJARI et al., 2006; 

MENDONÇA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2011a; OLIVEIRA et al., 2011b; OLIVEIRA et 

al., 2014). A hiperhidricidade é um fenômeno em que os brotos se tornam vítreos e 

transparentes, com folhas e caules inchados e quebradiços (LE ROUX; VAN STADEN, 

1991). Este problema é muito relatado em plantas que utilizam o meio de cultura líquida, e 

pode ser contornado com o uso de procedimentos como: injeção de ar no sistema, ajuste da 

frequência e tempo de imersão e redução na concentração de citocinina (CARVALHO et al., 

2018). 

No presente estudo nenhum dos TISs e nem o sistema semi-sólido apresentaram 

plantas hiperhídricas, o que demonstra que a frequência e tempo de imersão, as trocas gasosas 

e a concentração de citocinina no sistema foram adequadas para o híbrido E. grandis X E. 

urophylla utilizado neste experimento. 

  



82 

5 CONCLUSÃO 

O biorreator ElecTIS é considerado um sistema eficiente na propagação de plantas do 

híbrido E. grandis x E. urophylla, pois apresenta o mais alto valor de multiplicação de brotos 

quando comparados ao sistema convencional e os outros TISs. Além disso, ele apresenta 

ausência de calosidades e ausência de hiperhidricidade e é um sistema com baixo custo de 

produção e baixo custo de mão de obra.  
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CAPÍTULO 4 CRIOPRESERVAÇÃO DE ÁPICES CAULINARES DE EUCALIPTO 

PELOS MÉTODOS DE DROPLET-VITRIFICATION E CRIOPLACA 

 

RESUMO 

 

A criopreservação é uma ferramenta essencial para manutenção de germoplasma a longo 

prazo, com mínimo requerimento de custo e trabalho, e baixo risco de perda das amostras 

criopreservadas. O uso da criopreservação de material genético em larga escala é ainda muitas 

vezes prejudicado pela indisponibilidade de metodologias adequadas e respostas genótipo 

específica de diversas espécies aos tratamentos crioprotetivos. Novas metodologias de 

criopreservação como a droplet-vitrification e criolaca foram desenvolvidas com o intuito de 

cada vez mais facilitar e serem mais eficientes que os métodos clássicos de criopreservação. O 

objetivo deste estudo foi otimizar o meio de pré-cultivo, o crioprotetor e o tempo de 

exposição à ele, comparar os métodos droplet-vitrification e crioplaca para o híbrido 

Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla e comparar fontes de explantes com idade de 20 

dias e 3 anos na criopreservação de Eucalyptus grandis. O melhor meio de pré-cultivo foi o de 

0,125; 0,25 e 0,5 M, o melhor crioprotetor foi o PVS2 com exposição dos explantes aos 15 e 

30 minutos e a droplet-vitrification apresentou os melhores resultados. A porcentagem de 

sobrevivência de E. grandis X E. urophylla aos 15 e 30 minutos após a criopreservação foi de 

30% para ambos os tempos e a porcentagem de regeneração foi de 10%, também para ambos 

os tempos de exposição ao PVS2. Em E. grandis foi observada uma porcentagem de 

sobrevivência de 48% dos explantes provenientes de plantas com 20 dias e ausência de 

sobrevivência dos explantes oriundos de plantas com 3 anos. Para o híbrido E. grandis X E. 

urophylla a criopreservação utilizando os parâmetros otimizados não apresentou uma 

porcentagem de sobrevivência considerada como ideal para o estabelecimento de bancos 

criogênicos e para E. grandis foi observado que a idade possui grande influência no resultado 

final da criopreservação. 

 

Palavras-chave: Eucalyptus grandis X E. urophylla. Eucalyptus grandis. Pré-cultivo. 

Crioprotetor. Método criogênico. 
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ABSTRACT 

 

Cryopreservation is an essential tool for the maintenance of germplasm in the long term, with 

minimum requirement of cost and labor, and low risk of loss of cryopreserved samples. The 

use of cryopreserved genetic material on a large scale is still often hampered by the 

unavailability of appropriate methodologies and specific genotype responses for several 

species to cryoprotectant treatments. New cryopreservation methodologies such as droplet-

vitrification and cryoplate have been developed with the aim of increasingly facilitating the 

process and being more efficient than classical methods of cryopreservation. The objective of 

this study was to optimize the preculture medium, the cryoprotectant and the time of exposure 

to it, to compare the droplet-vitrification and cryoplate methods for the hybrid Eucalyptus 

grandis X Eucalyptus urophylla and to compare sources of explants with age of 20 days and 3 

years in the cryopreservation of Eucalyptus grandis. The best pre-culture medium was 0.125; 

0.25 and 0.5 M, the best cryoprotectant was PVS2 with exposure of the explants at 15 and 30 

minutes and droplet-vitrification showed the best results. The survival percentage of E. 

grandis X E. urophylla at 15 and 30 minutes after cryopreservation was 30% for both times 

and the regeneration percentage was 10%, also for both PVS2 exposure times. In E. grandis, a 

survival percentage of 48% of explants from 20 day old plants and absence of survival of 3 

year old explants was observed. For the E. grandis X E.urophylla hybrid the cryopreservation 

using the optimized parameters did not present a percentage of survival considered ideal for 

the establishment of cryogenic banks and for E. grandis it was observed that age has a great 

influence on the final result of cryopreservation. 

 

Keywords: Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla. Eucalyptus grandis. Pre-culture. 

Cryoprotectant. Cryogenic method. 
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1 INTRODUÇÃO 

As espécies de eucalipto possuem grande interesse comercial devido suas inúmeras 

aplicações industriais (MÁXIMO et al., 2015). E cada vez mais programas de melhoramento 

associados à transformação genética estão desenvolvendo genótipos com maior 

produtividade, qualidade e sustentabilidade. No entanto, são necessários métodos para 

manutenção das plantas geneticamente modificadas enquanto testes em casa de vegetação e 

campo ocorrem antes da liberação das plantas para produção comercial (PADAYACHEE et 

al., 2009). 

Embora métodos de manutenção em estufa e em campo sejam essenciais em tais 

programas, eles são de elevado risco, devido as plantas estarem suscetíveis à estresses bióticos 

(fungos, bactérias e ataques de patógenos) e abióticos (seca, inundações, dentre outros) na 

conservação ex situ. Além de serem métodos caros em termos de mão de obra, uso da terra e 

da água (WATT et al., 1997, 2000). 

Desta forma, tecnologias de conservação in vitro, como a criopreservação, podem 

minimizar tais danos e serem incluídas como estratégias para manutenção destes genótipos 

(ENGELMANN, 1997; RAO, 2004; WATT et al., 1997; 2000). 

A criopreservação é um método de armazenamento de material vegetal a temperaturas 

ultra-baixas, como a do nitrogênio líquido (-196°C), no qual nesta temperatura todas 

atividades metabólicas cessam e nenhuma alteração genética ocorre no material 

(ENGELMANN, 2004). Este método é uma estratégia muito útil na complementação de 

outros métodos de manutenção já existentes, servindo como uma forma de backup de uma 

ampla base genética para propostas de melhoramento, manutenção de clones elite durante 

ensaios de campo e para manutenção de espécies ameaçadas de extinção, devido 

principalmente à atividade humana e ao aquecimento global (CARNEROS et al., 2017; LI et 

al., 2018; PADAYACHEE et al., 2009). 

A criopreservação é o único meio seguro e econômico de conservação de genótipos à 

longo prazo (DIXIT et al., 2004). Além disso, este método requer a ocupação de um espaço 

mínimo para armazenamento do material a ser criopreservado, custo reduzido já que não são 

necessários subcultivos das plantas, baixa incidência de contaminação e baixo risco de 

variação somaclonal (AHN; CHOI, 2017; ENGELMANN, 1992; NAIRN, 1993; PUKACKI; 

JUSZCZYK, 2015). 

O ponto crucial para se obter sucesso na criopreservação está na remoção de água 

celular antes do congelamento, para evitar a ocorrência de cristais de gelo, os quais podem 
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levar à morte celular (DUMET et al., 1994; PADAYACHEE et al., 2009). A remoção da água 

no interior das células é realizada de acordo com o método criogênico utilizado. No caso dos 

métodos droplet-vitrification e crioplaca, ambos são baseados na vitrificação, em que a 

desidratação ocorre por meio da exposição dos explantes à soluções crioprotetoras altamente 

concentradas (ENGELMANN, 2004; REED et al., 2006). 

O método da crioplaca foi desenvolvido recentemente com o intuito de aprimorar a 

droplet-vitrification. E mesmo ainda sendo pouco utilizado, este novo método oferece 

vantagens como: maior facilidade de manuseamento, por fazer uso de crioplacas de alumínio, 

e utilização de alginato de sódio para o encapsulamento dos ápices, o qual pode minimizar o 

efeito tóxico dos crioprotetores (NIINO et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2011b). 

Em eucalipto, a técnica de droplet-vitrification apresentou rápidas taxas de 

congelamento e aquecimento por utilizar folhas de alumínio no processo da cr apresentou 

grande sucesso quando comparada com a técnica encapsulation-dehydration, a qual não 

utiliza soluções de vitrificação para a desidratação e sim desidratação por meio de fluxo de ar 

ou sílica gel (KAYA et al., 2013).  

Já em relação à crioplaca, não foram encontrados trabalhos com eucalipto. 

O passo de pré-cultivo em meios com alta concentração de sacarose também auxilia na 

desidratação osmótica dos explantes, retirando água das células e impedindo a formação de 

cristais de gelo (ZHU et al., 2006). E em eucalipto este é um passo crucial, devido à alta 

sensibilidade à dessecação que este gênero representa (PADAYACHEE et al., 2009). 

Vários fatores interferem na recuperação das plantas após a criopreservação. Entre eles 

pode ser citado a idade da planta mãe que irá fornecer o explante a ser criopreservado 

(UCHENDU; REED, 2008), a composição do crioprotetor e o tempo de exposição à ele, entre 

outros. O material deve ser o mais jovem possível, pois de acordo com Kulus e Zalewska 

(2014), as células deste tipo de material são mais tolerantes ao congelamento. A composição 

dos crioprotetores também deve ser levada em consideração, visto que muitos deles possuem 

componentes altamente tóxicos às plantas (VUJOVÍC et al., 2011), e o tempo de exposição ao 

crioprotetor pode variar com o tipo de explante e espécie utilizada. 

Diante do exposto acima, o objetivo deste trabalho foi otimizar o meio de pré-cultivo, 

o crioprotetor e o tempo de exposição à ele, além de comparar os métodos droplet-

vitrification e crioplaca para o híbrido E. grandis X E. urophylla e comparar fontes de 

explantes com idades diferentes na criopreservação de E. grandis. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Experimento 1 

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

tipos de crioprotetores e dois métodos criogênicos. 

2.1.1 Local de condução e material vegetal 

Os experimentos foram conduzidos no “Laboratorio di Tecnologie In Vitro e di 

Crioconservazione” no IVALSA/CNR (Istituto per la Valorizzazione del Legno e dele Specie 

Arboree/Consiglio Nazionale delle Ricerche), localizado em Florença na Itália e no 

Laboratório Central de Biologia Molecular (LCBM), na Universidade Federal de Lavras 

(UFLA). 

Foram utilizados ápices caulinares do híbrido comercial de Eucalyptus grandis X 

Eucalyptus urophylla, provenientes de plantas preestabelecidas in vitro por meio da 

micropropagação em meio semissólido. As plantas foram cultivadas em meio de cultura 

JADS (CORREIA et al., 1995), acrescido de 0,3 mg/L de BAP (6-benzilaminopurina) e 0,1 

mg/L de ANA (ácido naftalenoacético), 30 g/L de sacarose e 4,9 g/L de ágar. O pH foi 

ajustado para 5,8 e os meios foram autoclavados a 121°C por 20 minutos. 

2.1.2 Otimização dos meios de pré-cultivo (curvas de sacarose) 

Foram testadas três curvas de sacarose para o pré-cultivo dos ápices caulinares. Para 

confecção das curvas de sacarose, ápices caulinares foram excisados e colocados em meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), passando pelos seguintes gradientes de sacarose: 0,125; 

0,25; 0,5 e 1 M (curva 1), 0,125; 0,25 e 0,5 M (curva 2), com os ápices permanecendo 24 h 

em cada concentração e 0,5 M (curva 3), com os ápices permanecendo por 48 h seguidas 

nesta concentração. Os ápices foram mantidos no escuro, durante o pré-cultivo e depois foram 

transferidos para meio de cultura JADS (idem tópico 2.1.1, adicionado de 0,1 g/L de ácido 

ascórbico) e armazenado em sala de crescimento com fotoperíodo de 16 horas a uma 

intensidade luminosa de 45 μmol/m
2
/s e temperatura de 23±1ºC, onde permaneceram por 30 

dias até a avaliação. 
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2.1.3 Otimização de crioprotetores (curva de crioprotetores) e dos métodos criogênicos 

Neste experimento foram testados três crioprotetores: PVS2 (30% glicerol (p/v), 15% 

de etilenoglicol (p/v), 15% de dimetilsulfóxido (p/v), e 0,4 M de sacarose [13,7% (p/v)] em 

meio MS) (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990), PVS3 (50% de glicerol (p/v) e 50 % de 

sacarose em meio MS) (NISHIZAWA et al. 1993) e VSL (20% (p/v) glicerol, 30% (p/v) 

etilenoglicol, 5% (p/v) sacarose, 10% (p/v) dimetilsulfóxido e 10 mM CaCl2) (SUZUKI et al., 

2008) e dois métodos criogênicos: droplet-vitrification e crioplaca.  

Para o método da droplet-vitrification foram utilizadas tiras de papel alumínio 

autoclavados (5 X 15 mm), sobre as quais foram colocadas 3 gotas do crioprotetor utilizado e 

sobre cada gota foi colocado um ápice, o qual permaneceu em contato com o crioprotetor 

durante 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos, sendo que no processo com o PVS2 e VSL os ápices 

foram mantidos à temperatura de 0°C e o com PVS3 eles foram mantidos à temperatura 

ambiente.  

Para o método da crioplaca, foram utilizadas crioplacas de alumínio contendo 10 

poços. Em cada poço foi adicionado 5 µL de uma solução de alginato a 3%, com 30 g/L de 

sacarose diluídos em meio MS livre de cálcio. Em seguida, foi adicionado um ápice em cada 

poço contendo alginato e estes foram cobertos por uma solução de cloreto de cálcio à 100 

mM. Após 30 minutos, a solução de cloreto foi retirada e os ápices encontravam-se 

encapsulados aderidos à crioplaca. As crioplacas contendo os ápices foram imersas nos 

crioprotetores utilizados, onde permaneceram durante 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos, sendo 

que no processo com o PVS2 e VSL os ápices foram mantidos à temperatura de 0°C e o com 

PVS3 eles foram mantidos à temperatura ambiente. 

Em seguida, os ápices de ambos os métodos criogênicos foram imersos em washing 

solution (meio MS contendo 1,2 M de sacarose), onde permaneceram em temperatura 

ambiente por 15 minutos. Decorrido este tempo os ápices foram transferidos para meio de 

cultura JADS (idem tópico 2.1.1, adicionado de 0,1 g/L de ácido ascórbico) e mantidos no 

escuro por 5 dias e depois transferidos para câmera de crescimento com fotoperíodo de 16 

horas a uma intensidade luminosa de 45 μmol/m/s e temperatura de 23±1ºC, onde 

permaneceram por 30 dias até a avaliação. 
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2.1.4 Criopreservação 

Depois da otimização do meio de pré-cultivo, tipo de crioprotetor e tempo de 

exposição, foram escolhidos para o experimento de criopreservação o pré-cultivo em meio 

MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 0,125; 0,25 e 0,5 M de sacarose, o crioprotetor 

PVS2 nos tempos 15, 30 e 60 minutos, sendo este último escolhido com base em 

experimentos anteriores realizados no LCBM. Apesar da droplet-vitrification ter apresentado 

os melhores resultados em relação à crioplaca, ambos os métodos foram utilizados, visto que 

experimentos anteriores realizados no LCBM o método crioplaca apresentou os melhores 

resultados. 

Ápice caulinares (1 mm) foram excisados e transferidos para meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962) semissólido, contendo 0,125 M de sacarose e mantidos por 

24 h em temperatura de 26±2°C e ausência de luz. Em seguida foram transferidos para o 

mesmo meio, porém com 0,25 M de sacarose e depois para 0,5 M de sacarose, onde também 

permaneceram por 24 h em cada concentração sempre mantidos nas mesmas condições de 

temperatura e luminosidade. 

Para o método droplet-vitrification foram adicionadas 3 gotas (cada uma com 5 µL) de 

PVS2 em tiras de papel alumínio autoclavados (5 X 15 mm) e sobre cada gota foi colocado 

um ápice, onde permaneceram por 15, 30 e 60 minutos à 0°C. 

Após cada tempo, as tiras de alumínio contento os ápices foram colocadas em 

criotubos de 1,5 mL contendo nitrogênio líquido, fechados, identificados e mergulhados em 

nitrogênio. Após 1 h em nitrogênio líquido, os ápices juntamente com a tira de alumínio 

foram retirados dos criotubos e imersos em uma solução denominada washing solution (meio 

MS contendo 1,2 M de sacarose), permanecendo em temperatura ambiente durante 15 min. 

Em seguida, os ápices foram inoculados em meio de cultura JADS (idem tópico 2.1.1, 

adicionado de 0,1 g/L de ácido ascórbico) e mantidos no escuro por 5 dias na temperatura de 

26±2°C, a fim de evitar a oxidação dos ápices. Após este período, os ápices foram 

transferidos para sala de crescimento com fotoperíodo de 16 horas a uma intensidade 

luminosa de 45 μmol/m
2
/s e temperatura de 26±2ºC, onde permaneceram por 30 dias até a 

avaliação. Os tratamentos imersos em nitrogênio líquido foram chamados de LN
+
. 

Os ápices caulinares que não foram imersos em nitrogênio líquido (LN
-
), após serem 

expostos à solução de PVS2, foram diretamente transferidos para a washing solution, onde 

também permaneceram em temperatura ambiente por 15 minutos e logo após foram 

inoculados em meio JADS (idem tópico 2.1.1, adicionado de 0,1 g/L de ácido ascórbico). 
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Para o método da crioplaca foram utilizadas crioplacas de alumínio contendo 10 

poços. Em cada poço foi adicionado 5 µL de uma solução de alginato de sódio a 3%, com 30 

g/L de sacarose diluídos em meio MS livre de cálcio. Em seguida, foi adicionado um ápice 

em cada poço contendo alginato e estes foram cobertos por uma solução de cloreto de cálcio à 

100 mM. Após 30 minutos, a solução de cloreto foi retirada e os ápices encontravam-se 

encapsulados aderidos à crioplaca. As crioplacas contendo os ápices foram imersas no 

crioprotetor PVS2, onde permaneceram durante 15, 30 e 60 minutos à 0°C. 

Após cada tempo, as crioplacas contendo os ápices foram colocadas em criotubos de 

1,5 mL contendo nitrogênio líquido, fechados, identificados e mergulhados em nitrogênio 

líquido. Após 1 h em nitrogênio líquido, as crioplacas com os ápices foram retiradas dos 

criotubos e imersas na washing solution, em temperatura ambiente durante 15 min. Em 

seguida, os ápices foram inoculados em meio de cultura JADS (idem tópico 2.1.1, adicionado 

de 0,1 g/L de ácido ascórbico) e mantidos no escuro por 5 dias na temperatura de 26±2°C 

Após este período, os ápices foram transferidos para sala de crescimento com fotoperíodo de 

16 horas a uma intensidade luminosa de 45 μmol/m
2
/s e temperatura de 26±2ºC, onde 

permaneceram por 30 dias até a avaliação. Os tratamentos imersos em nitrogênio líquido 

foram chamados de LN
+
. 

Os ápices caulinares que não foram imersos em nitrogênio líquido (LN
-
), após serem 

expostos à solução de PVS2, foram diretamente transferidos para a washing solution, onde 

também permaneceram em temperatura ambiente por 15 minutos e logo após foram 

inoculados em meio JADS (idem tópico 2.1.1, adicionado de 0,1 g/L de ácido ascórbico). 

Além do controle que não passou pelo nitrogênio líquido (LN
-
), mais dois controles 

foram realizados. Ápices caulinares excisados e diretamente inoculados em meio JADS foram 

chamados de Controle Total e ápices caulinares que passaram pelos meios de pré-cultivo com 

sacarose e logo em seguida foram inoculados em meio JADS foram chamados de Controle 

Sacaose. 

2.1.5 Análises estatística 

Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), cada tratamento foi 

constituído por 3 repetições e cada repetição por 10 ápices caulinares, exceto para o 

experimento de otimização do pré-cultivo, em que cada repetição foi composta de 20 ápices. 

Após 30 dias em meio JADS, avaliou-se a porcentagem de sobrevivência, a porcentagem de 

regeneração dos ápices e a média do número de brotos por ápices caulinares. Os dados foram 
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submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de 

Scott-Knott a 95% de significância por meio do programa estatístico SISVAR (FERREIRA, 

1999). 

2.2 Experimento 2 

Neste experimento foram testadas duas fontes de explantes com idades diferentes: 

brotações com 20 dias e brotações com 3 anos (subcultivadas a cada 20 dias). Os ápices 

caulinares foram expostos ao crioprotetor PVS2 por 60 minutos e apenas o método crioplaca 

foi utilizado, parâmetros estes baseados em um pré-teste realizado no LCBM com ápices 

caulinares de E. grandis. 

2.2.1 Local de condução e material vegetal 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório Central de biologia Molecular 

(LCBM), na Universidade Federal de Lavras (UFLA). 

Foram utilizados ápices caulinares de Eucalyptus grandis originados de sementes. 

Brotações de E. grandis com 20 dias e brotações com 3 anos foram preestabelecidas in vitro 

por meio da micropropagação em meio semissólido. As plantas foram cultivadas em meio de 

cultura Woody Plant Medium (WPM) (LLOYD; MCCOWN, 1981), acrescido de 0,01 mg/L 

de BAP, 0,1 mg/L de ANA, 0,1 mg/L AIB (ácido indolbutírico), 20 g/L de glicose e 4 g/L de 

ágar por 20 dias antes da criopreservação. O pH foi ajustado para 5,8 e os meios foram 

autoclavados a 121°C por 20 minutos. 

2.2.2 Criopreservação 

Ápices caulinares (1 mm) foram excisados e transferidos para meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962) semissólido, contendo 0,25 M de sacarose e mantidos por 24 

h em temperatura de 26±2°C e ausência de luz. Em seguida foram transferidos para o mesmo 

meio, porém com 0,5 M de sacarose, onde também permaneceram por 24 h em cada 

concentração sempre mantidos nas mesmas condições de temperatura e luminosidade. 

Para este experimento foram utilizadas crioplacas de alumínio contendo 10 poços. Em 

cada poço foi adicionado 3 µL de uma solução de alginato de sódio a 3%, com 30 g/L de 

sacarose diluídos em meio MS livre de cálcio. Em seguida, foi adicionado um ápice em cada 
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poço contendo alginato de sódio e estes foram cobertos por uma solução de cloreto de cálcio à 

100 mM. Após 30 minutos, a solução de cloreto foi retirada e os ápices encontravam-se 

encapsulados aderidos à crioplaca. As crioplacas contendo os ápices foram imersas em 

loading solution (2M de glicerol e 0,4 M de sacarose em meio MS) por 15 minutos em 

temperatura ambiente. Logo após as crioplacas foram imersas no crioprotetor PVS2, onde 

permaneceram por 60 minutos à temperatura de 0°C.  

Decorrido os 60 minutos as crioplacas foram colocadas em criotubos de 1,5 mL 

contendo nitrogênio líquido, fechados, identificados e mergulhados em nitrogênio líquido. 

Após 1 h em nitrogênio líquido, as crioplacas contendo os ápices foram retiradas dos 

criotubos e imersas na washing solution (meio MS contendo 1,2 M de sacarose), em 

temperatura ambiente durante 15 min. Em seguida, os ápices foram inoculados em meio de 

cultura WPM acrescido 0,5 mg/L de BAP, 0,02 mg/L de ANA, 20 g/L de sacarose, 4 g/L de 

ágar e 0,1 g/L de ácido ascórbico, e mantidos no escuro por 5 dias na temperatura de 26±2°C. 

Após este período, os ápices foram transferidos para sala de crescimento com 

fotoperíodo de 16 horas a uma intensidade luminosa de 45 μmol/m
2
/s, temperatura de 26±2ºC, 

porém sem incidência de luz direta sobre eles e permaneceram por dois dias nesta condição. 

Depois foram transferidos para um outro local da mesma sala de crescimento, desta vez com 

incidência de luz direta sobre eles e, onde permaneceram por 30 dias até a avaliação, com 

renovação do meio de cultura aos 15 dias. Os tratamentos imersos em nitrogênio líquido 

foram chamados de LN
+
. 

Os ápices caulinares que não foram imersos em nitrogênio líquido (LN
-
), após serem 

expostos à solução de PVS2, foram diretamente transferidos para a washing solution, onde 

também permaneceram em temperatura ambiente por 15 minutos e logo após foram 

inoculados em meio WPM (idem ao citado neste tópico). 

2.2.3 Análises estatísticas 

Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), cada tratamento foi 

constituído por 5 repetições e cada repetição por 10 ápices caulinares. Após 30 dias em meio 

de cultura WPM, avaliou-se a porcentagem de sobrevivência dos brotos. A porcentagem de 

regeneração dos ápices e a média do número de brotos por ápices caulinares não foi calculada 

neste experimento, visto que grande parte dos ápices ainda estavam muito pequenos para estas 

avaliações. Desta forma estes parâmetros serão calculados após 60 dias da criopreservação. 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias foram comparadas 
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pelo teste de Scott-Knott a 95% de significância por meio do programa estatístico SISVAR 

(FERREIRA, 1999). 
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3 RESULTADOS 

3.1 Experimento 1 

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

Ao avaliar as três curvas de sacarose (FIGURA 4), observou-se que não houve 

diferença estatística entre elas em relação a porcentagem de sobrevivência (FIGURA 4 A) e 

porcentagem de regeneração (FIGURA 4 B) dos ápices caulinares, porém a média do número 

de brotos por ápice foi maior para a curva 2 (FIGURA 4 C e 5 B). Apesar de não ter sido 

observada diferença estatística na % de sobrevivência e % de regeneração dos ápices, 

visualmente a curva 2 (0,125; 0,25 e 0,5 M de sacarose) apresentou brotos maiores e mais 

desenvolvidos que as outras duas curvas (FIGURA 5). Estes resultados mostraram a curva 2 

como melhor opção para o pré-cultivo dos ápices, para o híbrido estudado. 

 

Figura 1 –  Curvas sacarose de E. grandis x E. urophylla. A - Porcentagem de Sobrevivência, 

B - Porcentagem de Regeneração e C - Brotos/Ápices. Curva 1 – 0,125; 0,25; 0,5; 

1 M, B: Curva 2 – 0,125; 0,25; 0,5 M e Curva 3 – 0,5 M. Médias seguidas pelas 

mesmas letras pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). 
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Figura 2 – Aspecto visual dos ápices de E. grandis x E.urophylla depois de 30 dias do pré-

cultivo em sacarose. A - Curva 1: 0,125; 0,25; 0,5; 1 M de sacarose, B - Curva 2: 

0,125; 0,25; 0,5 M de sacarose e C - Curva 3: 0,5 M de sacarose. Barra: 1 cm. 

 

3.1.2 Otimização dos crioprotetores (curva de crioprotetores)  

3.1.2.1 Crioprotetor PVS2 

Em um aspecto geral, o crioprotetor PVS2 apresentou os maiores resultados de 

regeneração, sobrevivência e número de brotos quando comparado ao PVS3 e VSL (FIGURA 

6, 9 e 12). Na curva com o crioprotetor PVS2 o método droplet-vitrification foi melhor 

quando comparado à crioplaca (FIGURA 6, 7 e 8), sendo que os tempos de 15 e 30 minutos 

foram os tratamentos que apresentaram os maiores valores. A porcentagem de sobrevivência 

para ambos os tempos foi de 100%, a porcentagem de regeneração foi de 91,7% no tempo de 

15 minutos e de 92% de sobrevivência para 30 minutos, sendo que não houve diferença 

estatística entre estes dois tempos. Em relação ao número de brotos, o tempo de 15 minutos 

apresentou uma média de 3,7 brotos por ápice e 2,6 brotos em 30 minutos (FIGURA 6 A, B, 

C e 7 A e B).  

Também foi observado que quando os ápices foram expostos por 45 minutos ao PVS2, 

a porcentagem de sobrevivência de ambos os métodos reduziu em relação à 30 minutos, com 

a droplet-vitrification apresentando 33, 7% de sobrevivência e a crioplaca 37,5% (FIGURA 6 

A e 6 B). Além disso, no método droplet-vitrification também houve uma redução da 

porcentagem de regeneração de 45 a 60 minutos, a qual se manteve até 90 minutos. Enquanto 

na crioplaca de 45 a 90 minutos a porcentagem de sobrevivência foi estatisticamente igual. 

Estes resultados podem inferir que em um tempo igual ou superior a 45 minutos o PVS2 

apresenta maior toxidez aos ápices de E. grandis x E. urophylla para ambos os métodos. 
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Figura 3 – Curva de E. grandis x E. urophylla utilizando o crioprotetor PVS2 nos tempos 15, 

30, 45, 60, 75 e 90 min. A, C e E – Porcentagem de sobrevivência, porcentagem 

de regeneração e número de brotos por ápice utilizando o método droplet-

vitrification e B, D e F – Porcentagem de sobrevivência, porcentagem de 

regeneração e número de brotos por ápice utilizando o método crioplaca. Médias 

seguidas pelas mesmas letras pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott 

(p<0,05). 
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Figura 4 –  Aspecto visual dos ápices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da 

exposição ao crioprotetor PVS2 utilizando o método droplet-vitrification. A - 15 

min, B - 30 min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm. 
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Figura 5 –  Aspecto visual dos ápices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da 

exposição ao crioprotetor PVS2 utilizando o método crioplaca. A - 15 min, B - 

30 min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm. 

3.1.2.2 Crioprotetor PVS3 

Quando o PVS3 foi utilizado como crioprotetor foi observado que o método droplet-

vitrification apresentou os maiores valores de sobrevivência, regeneração e média de brotos, 

quando comparado ao método da crioplaca (FIGURA 9). Ao contrário da curva com o 

crioprotetor PVS2, em que 15 e 30 foram considerados os melhores tratamentos, ao utilizar o 

PVS3 no método droplet-vitrification, apenas o tempo de 15 minutos apresentou os melhores 

resultados, com 95,8% de sobrevivência, 87,5% de regeneração e uma média de 2,5 brotos 

por ápice caulinar (FIGURA 9 A, C e E). 

No método da crioplaca os melhores resultados foram apresentados pelos tempos de 

15 e 30 minutos para os três parâmetros avaliados (% de sobrevivência, % de regeneração e 

média de brotos por ápice), não havendo diferença estatística entre estes dois tempos para 

nenhum dos parâmetros. No entanto, apesar destes dois tempos apresentarem os melhores 

valores em relação aos demais, 15 minutos da crioplaca foi bem inferior aos 15 minutos da 
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droplet-vitrification, com uma porcentagem de sobrevivência de 45,8%, 33,3% de 

regeneração e uma média de 1,1 brotos por ápice (FIGURA 9 B, D e F). 

Na droplet-vitrification, aos 30 minutos, foi observada uma redução da porcentagem 

de sobrevivência maior que o dobro daquela alcançada aos 15 minutos, com um valor de 

41,7%. Além disso, aos 75 e 90 minutos de exposição ao crioprotetor não foi constatada 

sobrevivência dos ápices (FIGURA 9 A e 10 E e F). De um modo geral houve uma redução 

nos valores de todos os parâmetros avaliados no intervalo de 15 a 90 minutos, o que pode 

indicar uma possível toxicidade do PVS3 com o aumento do tempo de exposição. 

Na crioplaca os melhores resultados foram apresentados pelos tempos de 15 e 30 

minutos (FIGURA 9 B, D e F e 11). No entanto, comparados ao tempo de 15 minutos da 

droplet-vitrification estes valores foram mais baixos (FIGURA 9 A, C e E) Além disso, a 

redução da porcentagem de sobrevivência, porcentagem de regeneração e média de brotos foi 

mais pronunciada aos 45 minutos, com valores de 8,3%, 4,2% e 0,08 respectivamente 

(FIGURA 9 B, D e F). 
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Figura 6 –  Curva de E. grandis x E. urophylla utilizando o crioprotetor PVS3 nos tempos 15, 

30, 45, 60, 75 e 90 min. A, C e E – Porcentagem de sobrevivência, porcentagem 

de regeneração e número de brotos por ápice utilizando o método droplet-

vitrification e B, D e F – Porcentagem de sobrevivência, porcentagem de 

regeneração e número de brotos por ápice utilizando o método crioplaca. Médias 

seguidas pelas mesmas letras pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-

Knott (p<0,05). 
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Figura 7 –  Aspecto visual dos ápices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da 

exposição ao crioprotetor PVS3 utilizando o método droplet-vitrification. A - 15 

min, B - 30 min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm. 
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Figura 8 –  Aspecto visual dos ápices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da 

exposição ao crioprotetor PVS3 utilizando o método crioplaca. A - 15 min, B - 

30 min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm. 

 

3.1.2.3 Crioprotetor VSL 

Em relação ao crioprotetor VSL, novamente a droplet-vitrification apresentou os 

melhores resultados quando comparada à crioplaca (FIGURA 12, 13 e 14). O tempo de 15 

minutos apresentou os maiores valores em relação aos outros tempos, com 91,6% de 

sobrevivência, 87,5% de regeneração e uma média de 2,4 brotos por ápice (FIGURA 12 A, C 

e E). Observou-se que assim como na curva do PVS2, no método droplet-vitrification, todos 

os tempos apresentaram sobrevivência ao usar o VSL, diferente do crioprotetor PVS3 em que 

nos tempos de 75 e 90 minutos nenhuma sobrevivência foi observada. 

Em relação a crioplaca, não houve diferença estatística na porcentagem de 

sobrevivência nos tempos de 15 e 30 minutos de exposição ao crioprotetor VSL, com 62,5 e 

50% de sobrevivência em 15 e 30 minutos respectivamente. Já para a % de regeneração e o 

número de brotos, 15 minutos de exposição apresentou os melhores resultados, com 45,8% de 

regeneração e uma média de 1,8 brotos por ápice (FIGURA 12 B, D e F). 
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Figura 9 –  Curva de E. grandis x E. urophylla utilizando o crioprotetor VSL nos tempos 15, 

30, 45, 60, 75 e 90 min. A, C e E – Porcentagem de sobrevivência, porcentagem 

de regeneração e número de brotos por ápice utilizando o método droplet-

vitrification e B, D e F – Porcentagem de sobrevivência, porcentagem de 

regeneração e número de brotos por ápice utilizando o método crioplaca. Médias 

seguidas pelas mesmas letras pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-

Knott (p<0,05). 
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Figura 10 –  Aspecto visual dos ápices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da 

exposição ao crioprotetor VSL utilizando o método droplet-vitrification. A - 15 

min, B - 30 min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm. 
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Figura 11 –  Aspecto visual dos ápices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da 

exposição ao crioprotetor VSL utilizando o método crioplaca. A - 15 min, B - 30 

min, C - 45 min, D - 60 min, E - 75 min e F - 90 min. Barra: 1 cm. 

 

3.1.3 Criopreservação 

Ao analisar os gráficos da Figura 15 podemos observar que os tratamentos controle 

total e controle sacarose não apresentaram diferença estatística em nenhum dos parâmetros 

avaliados (% de sobrevivência, % de regeneração e média do número de brotos) para ambos 

os métodos criogênicos (droplet-vitrification e crioplaca). Foi observado 100% de 

sobrevivência do controle total e controle sacarose na droplet-vitrification e na crioplaca 

(FIGURA 15 A e B). A porcentagem de regeneração do controle total e controle sacarose de 

ambos os métodos criogênicos apresentaram os mesmos valores, com 100% de regeneração 

do controle total e 93,3% do controle sacarose (FIGURA 15 C e D). A média do número de 

brotos na droplet-vitrification foi de 6,7 para o controle total e 6,8 para o controle sacarose 

(FIGURA 15 E) e na crioplaca foi ao contrário, com 6,8 para o controle total e 6,7 para o 

controle sacarose (FIGURA 15 F). Estes resultados demonstram que não houve efeito 

negativo na sobrevivência e regeneração dos explantes em meio de pré-cultivo com alta 

concentração de sacarose. 
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Em relação aos tratamentos não criopreservados (LN
-
), não houve diferença estatística 

na porcentagem de sobrevivência entre os tempos avaliados no método droplet-vitrification, e 

estes foram estatisticamente iguais ao controle total e controle sacarose (FIGURA 15 A). Já 

no método crioplaca o tempo de 60 minutos apresentou menor sobrevivência quando 

comparado ao tempo de 15 e 30 minutos, que foram estatisticamente iguais (FIGURA 15 B). 

Em relação a porcentagem de regeneração, os tempos de 15 e 60 minutos foram 

estatisticamente iguais aos tratamentos controle na metodologia droplet-vitrification, e apesar 

de 30 minutos ter sido diferente estatisticamente dos demais tratamentos, ele ainda apresentou 

um valor alto de regeneração (76,7%) (FIGURA 15 C). Na crioplaca, todos os tempos 

avaliados apresentaram resultados inferiores aos controles total e sacarose e o tempo de 60 

minutos foi inferior aos demais tempos avaliados, com um valor de 20% (FIGURA 15 D). 

Quanto a média de brotos não foi observada diferença estatística entre nenhum dos 

tratamentos no método da droplet-vitrification e na crioplaca apesar desta média não ter 

apresentado diferença estatística entre os três tempos avaliados, elas foram inferiores aos 

controles. Com os resultados deste experimento podemos inferir que na droplet-vitrification o 

PVS2 não apresentou um efeito citotóxico em nenhum dos tempos de exposição à ele. 

Em relação aos ápices criopreservados (LN
+
) foi observada uma regeneração de 30% 

para o tempo de 15 e 30 minutos e de apenas 6,7% para o tempo de 60 minutos na 

metodologia droplet-vitrification (FIGURA 15 A e 16 B, D e F). Neste mesmo método, a 

porcentagem de regeneração foi de 10% para 15 e 30 minutos e de apenas 3,3% para o tempo 

de 60 minutos e a média do número de brotos foi de 0,1% para todos os tempos avaliados. A 

crioplaca apresentou 0% de sobrevivência para os tempos avaliados, e consequentemente não 

houve regeneração de brotos. Estes resultados mostram que na metodologia droplet-

vitrification, apesar dos ápices terem tolerado bem à exposição ao PVS2 nos três períodos de 

tempo avaliados (15, 30 e 60 minutos), eles demonstraram uma baixa tolerância ao em 

nitrogênio líquido. E na crioplaca foi observado que a tolerância dos ápices ao PVS2 foi 

menor quando comparada à droplet-vitrification nos explantes que não passaram pelo 

nitrogênio, e esta foi nula quando os ápices foram expostos ao nitrogênio líquido. 
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Figura 12 –  Criopreservação de E. grandis x E. urophylla utilizando os métodos droplet-

vitrification e crioplaca. A, C e E - Porcentagem de sobrevivência, porcentagem 

de regeneração e número de brotos por ápice utilizando o método droplet-

vitrification e B, D e F – Porcentagem de sobrevivência, porcentagem de 

regeneração e número brotos por ápice utilizando o método crioplaca. Médias 

seguidas pelas mesmas letras pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-

Knott (p<0,05). 
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Figura 13 – Aspecto visual dos ápices de E. grandis x E. urophylla depois de 30 dias da 

criopreservação. A, C e E – Ápices não criopreservados (LN
-
) expostos a 15, 30 

e 60 min ao PVS2 respectivamente e B, D e F – Ápices criopreservados (LN
+
) 

expostos a 15, 30 e 60 min ao PVS2 respectivamente. Barra: 1 cm. 
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3.2 Experimento 2 

Neste experimento, em que foram comparadas duas idades diferentes de fontes de 

explantes para a criopreservação (brotações com 20 dias e com 3 anos), observou-se que 

embora o controle total e o controle sacarose tenham sido estatisticamente iguais para ambas 

as idades, os explantes originados de brotações com 3 anos apresentaram um valor um pouco 

menor que os originados de brotações com 20 dias (FIGURA 17, 18). Este resultado sugere 

que o pré-cultivo com sacarose não foi prejudicial para nenhuma das fontes de explante. 

O tratamento LN
-
 das brotações com 3 anos apresentou uma porcentagem de 

sobrevivência de apenas 16%, sendo este um valor bem inferior ao apresentado pelo 

tratamento LN
-
 das brotações com 20 dias, no qual foi de 96% de sobrevivência (FIGURA 

17). A maturidade fisiológica das brotações com 3 anos, associadas à soma dos estresses 

sofrido pelos explantes submetidos ao pré-cultivo e ao PVS2 pode explicar o valor de 

sobrevivência mais baixo destes explantes. 

Nos tratamentos criopreservados (LN
+
) foi observado uma porcentagem de 

regeneração de 48% dos ápices provenientes de plantas com 20 dias, enquanto para os ápices 

provenientes de brotações com 3 anos a sobrevivência foi nula (FIGURA 17). Estes 

resultados mostraram que os explantes provenientes de brotações com 3 anos apresentaram 

uma maior sensibilidade às etapas do processo de criopreservação quando comparados aos 

explantes provenientes de brotações com 20 dias. Podendo-se inferir que a série de estresses 

sofridas pelos explantes durante a criopreservação culminou com a anulação da sobrevivência 

dos ápices provenientes de brotações com 3 anos, após a passagem deles pelo nitrogênio 

líquido. 
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Figura 14 –  Porcentagem de sobrevivência dos ápices caulinares de E. grandis provenientes 

de brotações com 20 dias e brotações com 3 anos de idade. Médias seguidas 

pelas mesmas letras não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott 

(p<0,05). 
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Figura 15 –  Aspecto visual dos ápices de E. grandis provenientes de brotações com 20 dias e 

3 anos de idade depois de 30 dias da criopreservação. A – Ápices não 

criopreservados (LN
-
) aos 20 dias, B – Ápices criopreservados (LN

+
) aos 20 dias, 

C – Ápices não criopreservados (LN
-
) aos 3 anos e D – Ápices criopreservados 

(LN
+
) aos 3 anos. Barra: 1 cm. 
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4 DISCUSSÃO 

Entre todas as estratégias de conservação existentes, a criopreservação é atualmente 

considerada como uma forma segura e econômica de armazenamento de recursos genéticos à 

longo prazo, podendo ser utilizada como um backup em programas de transformação 

genética, enquanto ensaios de campo são realizados (PADAYACHEE et al., 2009). 

Um passo muito importante nos protocolos de criopreservação é o pré-cultivo dos 

explantes em meios com a presença de agentes osmóticos. Esta estratégia tem como 

finalidade aumentar a recuperação dos explantes depois da criopreservação. Isto ocorre 

porque estes agentes osmóticos atuam na desidratação da célula, fazendo com esta perca água 

para o meio externo o que evita a formação de cristais de gelo durante o congelamento e o 

aquecimento (ZHU et al., 2006). Além disso, a produção endógena de compostos 

crioprotetores pelas células que passam pelo pré-cultivo, aumentam a tolerância das plantas ao 

processo de dessecação e criopreservação (KULUS; ZALEWSKA, 2014; PADAYACHEE et 

al., 2009). A sacarose é um agente osmótico muito utilizado nos meios de pré-cultivo. 

Segundo Grapin et al. (2007) e Halmagyi e Pinker (2006), a desidratação osmótica por meio 

de carboidratos, como a sacarose, estimulam uma melhor resistência à dessecação e ao efeito 

tóxico de alguns crioprotetores do que outros agentes osmóticos. 

No presente trabalho, foram testadas três curvas de sacarose para o pré-cultivo dos 

ápices de eucalipto. Foi observado, que o clone de eucalipto estudado aqui tolerou uma 

concentração de sacarose até 1 M, porém o número de brotos produzidos pelas pelos ápices 

que passaram por esta concentração de sacarose foi menor em relação aos ápices cultivados 

em meio de cultura com até 0,5 M de sacarose. Outro ponto observado neste trabalho foi que 

o híbrido E. grandis x E. urophylla foi mais tolerante quando submetido à meios com 

concentrações crescentes de sacarose (24 h em cada concentração), do que quando submetido 

à uma única concentração por um período de tempo maior (48 h). 

Kaya et al. (2013) observaram que ao utilizaram uma concentração de sacarose até 1,2 

M no pré-cultivo de uma linhagem de E. grandis X E.urophylla o número de ápices 

regenerados caiu drasticamente quando comparado ao controle sem sacarose. Estes mesmos 

autores observaram que ápices caulinares de E. grandis X E.urophylla são sensíveis à alta 

concentração de sacarose (>0,625 M), mesmo com um aumento progressivo deste açúcar. 

Santos et al. (2015) observaram que o pré-cultivo de ápices caulinares em meio de 

cultura com 0,3 M de sacarose resultou em aumento da recuperação de brotos de Harconia 

speciosa criopreservados quando comparados com ápices que não passaram pelo pré-cultivo. 
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Segundo Panis et al. (1996) a sacarose não só promove redução no conteúdo de água por 

desidratação (efeito osmótico), como também reduz o ponto de congelamento da água dentro 

do tecido, além disso a sacarose tem o papel de proteção das membranas durante o 

congelamento (CARPENTIER et al., 2010). 

O método de vitrificação foi desenvolvido por Sakai et al. (2000) e tem sido utilizado 

para várias espécies vegetais (MATSUMOTO, 2017). Com o passar dos anos várias tentativas 

de desenvolver soluções de vitrificação que atendam a grande diversidade de material vegetal 

a serem criopreservados têm sido realizadas (SUZUKI et al., 2008). Entre estas soluções o 

PVS2, combinado com pré-cultivo e/ou pré-incubação (loading solution), tem sido utilizado 

com maior frequência na criopreservação de ápices caulinares vegetais (KAYA et al., 2013; 

ROMADANOVA; KUSHNARENKO; KUSHNARENKO, 2017; SANTOS et al., 2015; 

VOLK et al., 2017). 

Neste trabalho, foi observado na droplet-vitrification que apesar dos 3 crioprotetores 

utilizados apresentarem comportamento similar no tratamento de 15 minutos, com alta 

porcentagem de sobrevivência, regeneração e número de brotos, aos 30 minutos apenas o 

PVS2 manteve bons resultados dos parâmetros avaliados quando comparado com o PVS3 e o 

VSL. Já na crioplaca a taxa de sobrevivência, regeneração e número de brotos aos 15 e 30 

minutos foi tão alta quanto na droplet-vitrification apenas quando foi utilizado o crioprotetor 

PVS2, sendo que o uso do PVS3 e VSL na crioplaca apresentou resultados inferiores quando 

comparados com a droplet-vitrification nos tempos de 15 e 30 minutos.  

O principal problema em relação às soluções de vitrificação está relacionado com a 

alta toxidez de alguns de seus componentes e pelo fato destas soluções geralmente serem 

espécie específicas (SUZUKI et al., 2008; VUJOVÍC et al., 2011). O crioprotetor PVS2 

apresenta como característica sua alta toxidez química devido a presença de crioprotetores 

penetrantes como DMSO e etilenoglicol. O PVS3, no qual possui em sua composição 

sacarose e glicerol, tem sido usado como uma alternativa para criopreservação de espécies 

sensíveis ao PVS2 (KIM et al., 2009).  

Porém, neste estudo foi observado que na droplet-vitrification a partir de 30 minutos, 

o PVS3 foi mais tóxico ao eucalipto do que o PVS2, exibindo menor % de sobrevivência, 

regeneração e número de brotos. Enquanto na crioplaca todos os parâmetros avaliados foram 

considerados baixos na curva do PVS3 em todos os tempos testados, inclusive no tratamento 

de 15 minutos. Isso pode ser compreendido pela alta concentração de sacarose presente nesta 

solução, visto que enquanto o PVS2 apresenta 13,7% de sacarose o PVS3 apresenta 50%, o 
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que corresponde à 1,5 M de sacarose, concentração considerada tóxica para E. grandis X E. 

urophylla, segundo o trabalho de Kaya et al. (2013).  

Em Cleome rosea, uma espécie herbácea brasileira, a criopreservação de ápices 

caulinares apresentou sucesso quando se utilizou tanto PVS2 quanto PVS3 como 

crioprotetores, alcançando taxas de sobrevivência de 97% para PVS2 e de 70% para PVS3 

(CORDEIRO et al., 2015). 

De um modo geral o PVS2 também foi melhor que o VSL neste trabalho. A solução 

crioprotetora VSL contém em sua composição cloreto de cálcio (CaCl2), composto químico 

adicionado à solução com o intuito de fornecer maior estabilidade e integridade das 

membranas no processo de congelamento e descongelamento das células vegetais (SUZUKI 

et al., 2008). Porém neste trabalho, a adição do CaCl2 não resultou em efeitos benéficos para 

os ápices criopreservados.  

O tempo de incubação que o explante permanece em contato com a solução de 

vitrificação também deve ser levado em consideração, sendo necessário determiná-lo 

precisamente a fim de encontrar um balanço correto entre a toxidez da solução e o nível de 

crioproteção necessário para reduzir a formação de cristais de gelo nos tecidos 

criopreservados (VUJOVÍC et al., 2011). Neste estudo foi observado que o aumento do tempo 

de exposição ao crioprotetor diminuiu drasticamente a sobrevivência dos ápices após a 

criopreservação, mostrando o efeito tóxico que os componentes dos crioprotetores podem 

causar aos tecidos submetidos à eles. 

Kaya et al. (2013) ao testarem 15, 30, 45 e 60 minutos de incubação em PVS2 em 5 

linhagens de eucalipto observaram que 60 minutos de exposição à este crioprotetor apresentou 

os melhores resultados, com 43 a 83% de sobrevivência dos ápices após a criopreservação. 

Estes valores, segundo os autores, estão acima do padrão mínimo estabelecido por eles em 

laboratório como sendo seguro para o estabelecimento de bancos de genes, que é de 40% de 

sobrevivência.  

Além do tempo de exposição foi visto que a temperatura em que os explantes são 

expostos ao PVS2 pode influenciar muito na taxa de recuperação depois da criopreservação. 

Meristemas de wassabi (Wasabia japonic) a 0°C toleraram a exposição ao PVS2 até 50 min, 

apresentando uma alta taxa de recuperação de brotos depois da criopreservação, enquanto à 

25°C a taxa de recuperação de brotos caiu drasticamente depois de 10 minutos de exposição 

ao PVS2 (MATSUMOTO; SAKAI; YAMADA, 1994). Em temperaturas baixas a mobilidade 

molecular é reduzida e a penetração dos crioprotetores pelas membranas é mais lenta, o que 
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pode ocasionar em um menor efeito tóxico. Além disso, temperaturas mais baixas previnem 

uma desidratação excessiva das células (VOLK et al., 2006). 

Em relação ao método criogênico, a droplet-vitrification apresentou 30% de 

sobrevivência nos tratamentos de 15 e 30 minutos dos ápices criopreservados, sendo esta a 

maior porcentagem de sobrevivência apresentada pelos ápices que foram criopreservados. Já 

na crioplaca não houve regeneração dos ápices em nenhum dos três tratamentos (15, 30 e 60 

minutos) depois da criopreservação. Apesar da sobrevivência de 30% apresentada pelo 

método droplet-vitrification a porcentagem de regeneração neste método em ambos os 

tratamentos de 15 e 30 minutos foi de apenas 10%. Ao contrário do presente estudo, em dois 

diferentes genótipos de cereja (Prunus cerasifera Ehrh. e Prunus domestica L.) as 

porcentagens de regeneração dos explantes criopreservados pelo método V-crioplaca foram 

mais que o dobro daquele alcançado com o método droplet-vitrification (VUJOVÍC et al., 

2011; VUJOVÍC et al., 2015). 

Salma et al. (2014) ao compararem os métodos droplet-vitrification e D-crioplaca na 

criopreservação de duas variedades de Phoenix dactylifera observaram que na variedade 

Sultany a porcentagem de regeneração foi maior na droplet-vitrification, com 84% quando 

comparada à D-crioplaca, que apresentou uma regeneração de 47,5%. Segundo estes autores a 

matriz de alginato de sódio, que encapsula os explantes, diminui a desidratação causada pela 

exposição à LS (loading solution) em comparação com os explantes que estão em contato 

direto com a LS no método da droplet-vitrification. Tendo em conta que no experimento 1 

deste trabalho não foi utilizado LS, podemos inferir que a matriz de alginato possa ter 

diminuído a penetração do crioprotetor no interior das células, levando a uma proteção 

ineficiente do crioprotetor às células a serem criopreservadas. 

O método droplet-vitrification também foi aplicado com sucesso em espécies de 

Citrus, proporcionando uma recuperação de até 100% para ápices caulinares de Citrus medica 

(VOLK et al., 2017). Santos et al. (2015) utilizaram a droplet-vitrification na criopreservação 

de Harconia speciosa e alcançaram uma recuperação dos ápices próxima à 90%. Em Fagus 

sylvatica, eixos embriônicos criopreservados apresentaram sobrevivência de 70% (NUC; 

MARSZALEK; PUKACKI, 2016). 

Em eucalipto a droplet-vitrification resultou melhor resposta ao ser comparada com o 

método encapsulation-dehydration. Enquanto uma linhagem de E. grandis X E. urophylla 

apresentou uma sobrevivência de 58% ao ser criopreservada por meio do método droplet-

vitrification, a mesma linhagem ao ser criopreservada pelo método encapsulation-dehydration 
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não obteve sucesso, sendo que nenhum explante sobreviveu depois da criopreservação 

(KAYA et al., 2013). 

Em relação ao experimento 2, os resultados mostraram claramente que a idade 

interferiu na sobrevivência dos ápices após a criopreservação, visto que aqueles que vieram de 

brotações com 20 dias apresentaram uma porcentagem de regeneração de 48%, valor este 

acima do considerado seguro para o estabelecimento de um banco criogênico (UCHENDU; 

REED, 2008), enquanto os provenientes de brotações com 3 anos não apresentaram nenhuma 

regeneração. 

A escolha do material é um passo muito importante no processo de criopreservação. O 

material selecionado deve ser o mais jovem e meristemático possível. As células deste tipo de 

material provavelmente são mais tolerantes ao congelamento por serem pequenas, possuírem 

vácuolos pequenos e em pequenos números (contendo, portanto pouca água), além de 

aprensentarem um citoplasma denso e a relação núcleo-citoplasma ser alta (ENGELMANN, 

1991; KULUS; ZALESKA, 2014). Para Andrade (2002), a fonte de explante é muito 

importante no sucesso da regeneração in vitro, isto porque a capacidade de regeneração 

depende da maturidade, estádio fisiológico e do tecido que será utilizado. 

Para Popova et al. (2010), a idade ideal para a criopreservação de ápices caulinares é 

de 2 semanas. Ápices caulinares de plantas mais velhas são mais difíceis de isolar devido o 

maior número de folhas cobrindo estes ápices, fato este observado no presente estudo. Porém, 

em Colocasia esculenta L. Schott, plantas mãe com 2-3 meses de idade foram consideradas 

como melhor opção para a criopreservação (TAKAGI et al., 1997). 
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5 CONCLUSÕES 

Para o híbrido E. grandis x E. urophylla, os parâmetros otimizados de meio de pré-

cultivo, tipo de crioprotetor, tempo de exposição à ele e método criogênico não apresentaram 

porcentagem de sobrevivência considerada como ideal para o estabelecimento de um banco 

criogênico. 

Para E. grandis foi observado que a idade dos explantes tem influência no resultado 

final da criopreservação. Plantas com 20 dias apresentaram 48% de sobrevivência após a 

criopreservação e plantas com 3 anos apresentaram ausência de sobrevivência. 
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