UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico

Curso de Graduacdo em Biotecnologia

Trabalho de Conclusdo de Curso

Criopreservacéo de apices de batata (Solanum tuberosum L.) cultivar BRS

Clara através da técnica de encapsulamento-vitrificacao

Daniele de Souza Masiero

Pelotas, 2014



DANIELE DE SOUZA MASIERO

Criopreservacao de apices de batata (Solanum tuberosum L.) cultivar
BRS Clara através da técnica de encapsulamento-vitrificacao

Trabalho académico apresentado ao
Curso de Bacharelado em Biotecnologia da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Bacharel em Biotecnologia.

Orientadora Académica: Prof. Dra. Luciana Bicca Dode

Orientador de Estagio: Dr. Leonardo Ferreira Dutra

Pelotas, 2014



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

M394c Masiero, Daniele de Souza

Criopreservacao de apices de batata (solanum
tuberosum 1.) cultivar brs clara através da técnica de
encapsulamento-vitrificacao / Daniele de Souza Masiero ;
Luciana Bicca Dode, Leonardo Ferreira Dutra, orientadores.
— Pelotas, 2014.

40 f. :il.

Trabalho de Conclusao de Curso (Bacharelado em
Biotecnologia) — Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico,
Universidade Federal de Pelotas, 2014.

1. Temperatuas ultra baixas. 2. Viabilidade. 3.
Congelamento. 4. Pvs2. |. Dode, Luciana Bicca, orient. II.
Dutra, Leonardo Ferreira, orient. lll. Titulo.

CDD : 635.21

Elaborada por Maria Beatriz Vaghetti Vieira CRB: 10/1032




Daniele de Souza Masiero

Criopreservacgdo de apices de batata (Solanum tuberosum L.) cultivar BRS
Clara através da técnica de encapsulamento-vitrificacao

Trabalho de Conclusao de Curso aprovado, como requisito parcial, para obtencéo do
grau de Bacharel em Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento Tecnologico,
Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 26/11/2014

Banca Examinadora:

Dra. Luciana Bicca Dode (Orientadora), Universidade Federal de Pelotas
Dra. Daiane Peixoto Vargas, Embrapa Clima Temperado
Dr. Luciano da Silva Pinto, Universidade Federal de Pelotas



“Dedico este trabalho de conclusao
de curso a minha familia, meus amigos e
meus professores e orientadores sem
eles ndo seria possivel essa conquista”.



Agradecimentos

A Deus pelas conquistas alcancadas e a forca dada nos momentos mais
dificeis.

A meu pai Valmor e minha mae Enir pela dedicagdo extrema em garantir
minha educacao, pelos exemplos, pelo amor, carinho, preocupacdo e apoio
incondicional, assim como meus avOs e tios por sempre me incentivarem e
acreditarem na minha capacidade.

A minha irma Franciele por toda amizade, companheirismo e apoio ao longo
dos anos e por ser minha fonte de inspiragéo.

A Universidade Federal de Pelotas pela oportunidade e a todos os
professores do curso de Graduagdo em Biotecnologia, por todos 0s ensinamentos.

A orientadora académica Prof2. Dra. Luciana Bicca Dode, pela confianca
depositada em mim para a realizagéo dos trabalhos, pela oportunidade de aprender

e crescer durante o tempo de estagio e pelo incentivo a ndo desistir do curso.

Ao orientador de estigio Dr. Leonardo Ferreira Dutra, pela oportunidade,
incentivo e confianca em mim depositada e a Dra. Daiane Peixoto Vargas, pela

amizade, orientacao, incentivo e auxilio durante toda realizacdo do trabalho.

A todo pessoal do Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa Clima
Temperado, e do Laboratério de Biotecnologia Vegetal do CDTec, que além de
colegas de trabalho maravilhosos, se mostraram amigos para todas as horas,

especialmente ao Antdnio Nino, Ju, Carol e Liana.

Aos meus colegas, companheiros e amigos conquistados durante a
graduacdo, pelo companheirismo, apoio e por tudo que passamos juntos, em
especial a Juliana, Catrine, Arthur B., Gregori, Rodrigo por toda companhia nas
horas alegres e complicadas, por todas conversas, jantas, festas e risadas e
principalmente pela amizade sem medida, que pretendo preservar ao longo do

tempo.

A Natasha por toda sintonia durante esses anos de faculdade, pela paciéncia
intermindvel, motivacdo, pela infinita ajuda em todas disciplinas, sinceridade e
parceria sem tamanho em todos os momentos da graduacao, que isso perdure por

anos, que ainda tenhamos muitas festas para ir e muita historia para contar.



E aos amigos de Vacaria, que se fizeram presentes mesmo em meio a tanta
distancia, em especial ao Douglas pelas conversas interminaveis durante todos os
dias, e também a Catarini por todos esses anos de amizade e cumplicidade, por
abracar meus sonhos e planos, ndo me deixar desistir nunca e acreditar em mim
guando nem eu mesma o fazia, que nossa amizade perdure ao longo da vida e que

ainda possamos comemorar muitas conquistas em conjunto.

Obrigada por tudo!



Resumo

MASIERO, Daniele S. Criopreservacao de 4pices de batata (Solanum tuberosum
L.) cultivar BRS Clara através da técnica de encapsulamento-vitrificacdo. 2014.
40f. Trabalho de Conclusédo de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas.

Para conservacdo das culturas in vitro por longo prazo a técnica preferivelmente
utilizada é a criopreservacdo. Uma das metodologias referentes € a de
encapsulamento seguido de vitrificacdo, envolvendo ajustes a utilizacdo da solucao
de vitrificacdo de plantas, com formulagbes especificas responséveis pelo sucesso e
pela sobrevivéncia dos explantes apds ao congelamento. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o percentual de viabilidade de apices de Solanum tuberosum L. cv. BRS
Clara, ap06s a aplicacao da técnica de encapsulamento-vitrificagdo com a utilizacao
de diferentes periodos de exposi¢cdo a solucdo de vitrificacdo (PVS2). Para avaliar o
efeito da exposicdo ao PVS2 apices de batata da cultivar BRS Clara foram
excisados e pré-cultivados em meio de cultura, MS durante 26 dias em incubadora
B.O.D., com fotoperiodo de 16 horas a 4°C + 2°C. Apés esse periodo os explantes
foram submetidos a um protocolo de encapsulamento, em que ocorreu a formagao
do endosperma artificial, colocados em contato com a solucdo de vitrificacdo por
diferentes periodos e expostos ao nitrogénio liquido. Apds descongelamento, as
capsulas nédo expostas ao PVS2 (controle) foram os que apresentaram a menor taxa
de viabilidade (48%), enquanto que as plantas imersas em PSV2 e imediatamente
expostas ao nitrogénio liquido apresentaram sobrevivéncia de 100%. O estudo
demonstrou ser simples e eficaz para a criopreservacao de germoplasma de batata
cv. BRS Clara, no entanto, é necessario examinar a aplicabilidade e possivel
aperfeicoamento do mesmo para utilizacdo em outros gendétipos de batata, assim
como adaptacdo para outras espécies.

Palavras Chave: temperaturas ultra baixas; viabilidade; congelamento; PVS2



Abstract

MASIERO, Daniele S. Criopreservation of potato shoots (Solanum tuberosum
L.) cultivar BRS Clara through the encapsulation-vitrification technique. 2014.
40f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas.

Aiming the long-term conservation of crops in vitro the preferred technique used is
the cryopreservation. One of the related methods is the encapsulation followed by
vitrification, what involves adjustments for the use of solutions of vitrification in plants,
with specific formulations responsible for the survival of explants post freeze. The
purpose of this study was to evaluate the percentage of viability of shoots of Solanum
tuberosum L. cv. BRS Clara, after the application of the encapsulation-vitrification
technique using different exposure periods in the solution of vitrification (PVS2). To
evaluate the effects of the exposure to the PVS2, shoots were excised and
precultured in culture medium, MS for 26 days in a B.O.D hatchery, with a
photoperiod of 16 horas a 4+ 2°C. Afterwards the explants were subjected to a
encapsulation protocol, on which the formation of artificial endosperm, placed in
contact with the vitrification solution for different periods and exposed to liquid
nitrogen . After thawing , the unexposed capsules PVS2 (control) were those with the
lowest viability rate (48%) , while the plants immersed in PSV2 and immediately
exposed to liquid nitrogen reached 100% survival. The method shown to be simple
and efficient for the criopreservation of potato germplasm cv. BRS Clara. However, it
IS necessary to examine the applicability and possible improvement for the use in
other potato genotypes, as well as adaptation to other species.

Palavras Chave: Ultra low temperatures; viability; freezing; PVS2
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1 Introducéo

A batata (Solanum tuberosum L.) € uma dicotiledénea da familia Solanaceae,
originaria dos Andes que teve producdo disseminada na Europa no século XVI
(HAWKES, 1978). Atualmente ocupa o quarto lugar em importancia mundial, como
fonte de alimento para o homem sendo conhecida também por sua vasta
diversidade e numero de cultivares relatada (LUSA, 2009). Diante disso, torna-se
necessario o0 armazenamento desse material genético garantindo a variabilidade da
espécie para oferecer suporte aos programas de melhoramento genético.

O cultivo da batata a campo é realizado via tubérculos, o que representa risco
de perda do material, devido a fatores bidticos e abidticos como doencas, pragas,
condig¢Bes climaticas desfavoraveis e outros acidentes (SILVA e PEREIRA, 2011). A
conservacao ex situ, realizada em condi¢cdes de laboratério utilizando técnicas de
cultivo in vitro é de extrema relevancia proporcionando a obtencdo e manutencéo de
plantas com qualidade fitossanitaria elevada, conservacdo da identidade genética,
diminuicdo de méo de obra, custo e espaco (FORTES e PEREIRA, 2003).

Dentre as técnicas utilizadas estda a metodologia de criopreservacdo de
plantas através de encapsulamento seguido de vitrificagdo, em que uma matriz de
alginato envolve o explante e o protege de possiveis danos causados pela
exposicdo as ultra-baixas temperaturas do nitrogénio liquido (SAKAI e
ENGELMANN, 2007). Esta acaba sendo uma alternativa viavel para o
armazenamento de propagulos da cultura em longo prazo, jA que apresenta
vantagem de reduzir o risco de variacdo somaclonal durante a estocagem.

O presente trabalho de conclusdo do Curso de Bacharelado em
Biotecnologia, procura estabelecer um protocolo para conservacdo de germoplasma
in vitro de batata cultivar BRS Clara, com aplicacdo do método de encapsulamento
de &pices seguido de vitrificacdo, avaliando a exposicdo a solucdo de vitrificacao
(PVS2), quanto a porcentagem de viabilidade dos explantes pés-contato com
nitrogénio liquido.

Inicialmente, €& apresentada uma revisdo de literatura abordando
caracteristicas da espécie e das técnicas de encapsulamento e vitrificacdo. Apdos
apresentacao desta revisdo é detalhado o experimento realizado, bem como, a
metodologia aplicada e resultados obtidos.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar o percentual de viabilidade de &pices de
Solanum tuberosum L. cv. BRS Clara, ap6s a aplicacdo da técnica de
encapsulamento-vitrificacdo com a utilizacdo de diferentes tempos de exposi¢do a
solucéo de vitrificacéo.

2.2 Objetivos Especificos

- Estabelecer um protocolo de encapsulamento-vitrificagdo para apices de
BRS Clara;

- Estabelecer o melhor tempo de exposi¢cdo a solucao de vitrificagcdo de
plantas 2 (PVS2), para a cultivar em questéo.
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3 Revisado de Literatura

3.1 Cultura da batata (Solanum tuberosum L.)

A batata é uma espécie dicotileddnea pertencente a familia Solanaceae. O
cultivo original da batata iniciou com espécies selvagens do género Solanum nos
Andes da América do Sul e no Chile (HAWKES, 1978), posteriormente trazidas para
a Europa e distribuidas para o mundo todo, principalmente para as regides de clima
Temperado (HAWKES, 1990). Apenas cerca de 20 espécies sao cultivadas, sendo

que a mais popular € a Solanum tuberosum (SILVA e PEREIRA, 2011).

No Brasil, a cultura ocupa uma area em torno de 127.266 hectares e a
producdo de aproximadamente 3.496.166 toneladas, com maior destaque na regiao
sudeste e sul do pais (IBGE, 2013), onde o Rio Grande do Sul ocupa o quarto lugar
em producéo, perdendo apenas para Minas Gerais, Sdo Paulo e Parand (PEREIRA
et al., 2010). De acordo com o “The International Potato Center” (2011), espera-se

gue o aumento na producdo mundial de batata seja de 40% até 2020.

A batata € propagada vegetativamente por meio de tubérculos, embora
algumas produzam sementes, a propagacao clonal possibilita que o vigor hibrido
obtido a partir de cruzamentos seja mantida nas geragbes (SILVA e PEREIRA,
2011), além disso, atualmente a micropropagacao in vitro de batata € altamente
viavel e utilizada rotineiramente para a producdo de plantas com alta qualidade
fitossanitaria (DUTRA et al., 2010).

3.1.2 Cultivar BRS Clara

A cultivar utilizada nesse estudo (Figura. 1) foi lancada em 2010 pelo
Programa de Melhoramento Genético da Empresa brasileira de pesquisa em
agropecuaria (Embrapa), formado pela Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS,

Embrapa Produtos e Mercado, Canoinhas-SC, e Embrapa Hortaligas, Brasilia-DF.

Codificada como clone 12-2, é derivada de um cruzamento de 'White Lady"'
(mée) e 'Catucha’ (pai). White Lady é uma cultivar hingara enquanto que a cultivar
Catucha foi selecionada pela EPAGRI (PEREIRA et al., 2013).
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Figura 1. Cultivar BRS Clara.
Foto: Arione Pereira, Embrapa Clima Temperado, 2013

Possui um ciclo de desenvolvimento médio; tubérculos de formato longo,
pelicula amarela, polpa creme e teor mediano de massa seca (PEREIRA et al.,
2010), a cultivar faz parte da colecdo de germoplasma existente na unidade Clima

Temperado da Embrapa do municipio de Pelotas.

3.2 Culturain vitro

A cultura in vitro de tecidos vegetais é uma alternativa usada para a producéo
de mudas em larga escala (ASSIS, 1999), o que tem possibilitado a obtencéo e
multiplicacéo de clones livres de doencas virais (FORTES e PEREIRA, 2003).

De acordo com Bajaj e Sopory (1988), os trabalhos com cultura de tecidos em batata
foram iniciados na década de 1950 e atualmente a micropropagacao in vitro da
espécie é utilizada rotineiramente para a producdo de plantas com alta qualidade
fitossanitaria e fidelidade genética (DUTRA et al., 2010).

O cultivo in vitro de batata para micropropagacdo encontra-se bem
estabelecido, com possibilidade de uso de meristemas, apices caulinares,
segmentos nodais e gemas laterais (FORTES e PEREIRA, 2003), o que serve de

apoio para construcdo de centros de conservacdo de germoplasma.
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3.3 Conservacao de germoplasma

A espécie (Solanum tuberosum L.) é conhecida por sua vasta diversidade
genética e a grande quantidade de cultivares relatada (Food and Agriculture
Organization, 2007). Diante do grande interesse levantado pela manutencdo da
biodiversidade e a prevencao da extingdo desse material as espécies cultivadas séo
objeto de acbes de conservacdo (VERISSIMO et al., 2001).

As formas de conservagcdo existentes podem ser denominadas: in situ o
recurso genético é mantido em sua condicdo natural como reservas e parques
florestais (SCARIOT e SEVILLA, 2007), ou ex situ, em bancos de germoplasma,

centros de recursos genéticos e colecdes privadas (KRYSZCZUK et al., 2011).

O Centro Internacional da Batata (CIP), localizado no Peru € o maior banco
de germoplasma da espécie e conta com uma vasta gama de formas, tamanhos,
cores e sabores (LUSA, 2009). Segundo Roca (1975) desde a década de 70 o CIP
tem contribuido com técnicas de cultura de tecidos para conservacdo do
germoplasma da batata, a partir dai organizacdes internacionais tém tomado
iniciativas de coletar, avaliar e preservar genoétipos selvagens e primitivos mantendo
um pool génico para que esse material possa ser utilizado no futuro (WILKINS,
1983).

Para preservacao de um germoplasma é necessario manter uma forma clonal
por meios apropriados de propagacdo vegetativa (LIZARRAGA, 1988), embora a
batata produza sementes essas sao altamente heterozigotas, necessitando a
criacdo de uma colecdo clonal para a conservacdo de gendétipos individuais
(MOREL, 1975). O cultivo da batata, assim como de outras variedades vegetais,

normalmente possui cole¢cbes a campo e/ou in vitro (KRYSZCZUK et al., 2006).

Durante a década de 70 a colecdo do CIP foi mantida apenas a campo,
anualmente era plantada, os tubérculos colhidos e armazenados até a temporada
seguinte (MOREL, 1975), porém o risco de perda do material era considerado
grande devido a fatores bidticos e abidticos como doencas, pragas, condicbes

climaticas desfavoraveis ou outros acidentes (WITHERS, 1985).
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Devido a isso os estudos foram concentrados na manutencdo desse
germoplasma in vitro (DODDS, 1986). O CIP conta com cerca de 2000 gendtipos
selvagens e 4000 acessos de batata cultivadas (BAI, et al.,, 2011), no Brasil, a
Embrapa Clima Temperado, em conjunto com a Embrapa Hortalicas e a Embrapa
Transferéncia de Tecnologia, possuem um Banco ativo de germoplasma da cultura

onde constantemente sdo acrescidos novos acessos.

Esses bancos normalmente utilizam as técnicas de cultura de tecidos para
retardar o crescimento, normalmente envolvendo meios que desaceleram o
metabolismo e condi¢des controladas de temperatura, que fazem com que a planta
se desenvolva mais lentamente (BARANDALLA et al., 2003), porém em
armazenamento a longo prazo, ha riscos de falha na camara de cultivo ocasionando
perda de material, assim como o possivel aparecimento de varia¢cdes somaclonais,
instabilidade genética além dos altos custos de manutencdo (HARDING, 1991). Por
outro lado, através da técnica de criopreservacdo, ha uma pausa completa do
crescimento, pois as plantas sdo conservadas em temperaturas ultra-baixas, o que a
torna uma alternativa para os problemas enfrentados no método de crescimento
lento (SCHERWINSKI e PEREIRA, 2010).

3.4 Criopreservacao

Para conservacdo das culturas in vitro por longo tempo a técnica
preferivelmente utilizada € a criopreservacado. A criopreservacdo de batata teve inicio
em 1977 com procedimentos de refrigeracdo e congelamento ultra rapido (BAJAJ,
1977).

A técnica consiste no armazenamento de material biolégico em temperaturas
ultra baixas (-196°C), em um meio criogénico, assim como nitrogénio liquido
(ENGELMANN, 2000). Nessa temperatura toda divisdo celular e processos
metabdlicos param ou sdo minimizados, permitindo que o material vegetal seja
estocado sem altera¢des por um periodo teoricamente ilimitado de tempo (ARNAO e
ENGELMANN, 2006). Nesse contexto a criopreservacdo de apices oferece
capacidade de armazenamento a longo prazo garantindo a maxima estabilidade de
caracteristicas fenotipicas e genotipicas (ENGELMANN, 1997), embora os apices

sejam estruturas complexas, que existem tratamentos de protecdo criogénica para
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garantir sua integridade estrutural, induzindo tolerancia ao frio e permitindo sua
criopreservacéo (ENGELMANN, 2000).

Embora a utilizagdo de substancias crioprotetoras seja muito importante para
0 sucesso da técnica, o fator chave para criopreservacdo ndao € a tolerancia ao
congelamento e sim a desidratacéo e sua inducao (REED, 2005), ja que o estado da
adgua e o equilibrio osmotico relacionado com os movimentos de liquidos dentro e
fora da célula sdo parametros de grande importancia, visto que a retirada da agua
exerce um papel central na prevencdo de lesbes por congelamento e na

manutencao da viabilidade pés-descongelamento (MAZUR, 2004).

A técnica possui grande aplicabilidade e atualmente além de manter cultivo
de batata in vitro o CIP conserva gendtipos congelados em nitrogénio liquido,
atraves da técnica de vitrificacdo (KACZMARCZYK, 2011).

3.4.1 Vitrificacéo

Refere-se ao processo fisico no qual envolve a aplicacdo de solucdes
crioprotetoras que aumentam a viscosidade da célula a um ponto critico com a
finalidade de ndo formar cristais nos tecidos apés o congelamento, é definido como

a transicdo da fase liquida para um sélido vitreo amorfo (FAHY et al., 1984).

Esse estado vitreo pode contribuir para evitar o colapso do tecido,
concentracdo de soluto e alteracdes de pH durante a desidratacdo, devido a sua
elevada viscosidade as reacdes quimicas que requerem a difusdo molecular da
agua sao praticamente detidas, levando a uma condicao de estabilidade do material
biolégico possibilitando sua manutencdo durante um longo periodo de tempo
(BURKE, 1986).

Para atingir um estado de vitrificacdo, existem dois requisitos necessarios: (i)
congelamento rapido e (ii) uma solucdo celular concentrada, que normalmente &

obtida por meio de secagem ao ar, aclimatagdo no frio e aplicacdo de substancias
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penetrantes ou ndo penetrantes, que causam desidratacdo para evitar a injuria apos

o resfriamento rapido em nitrogénio liquido (REED, 2005).

Procedimentos baseados em vitrificacdo tém ganhado importancia e
apresentam maior potencial de ampla aplicabilidade (ENGELMANN et al., 2008). Em
um protocolo baseado em vitrificagdo sob condicbes bem otimizadas, a totalidade ou
a maior parte da estrutura meristemética permanece intacta, o que garante
regeneracao direta, sem a formacgéo de calo (HIRAI e SAKAI, 1999), que segundo
Takagi (2000) é essencial para a conservacéao clonal de germoplasma, pois evita a

instabilidade genética que pode ser produzida na rebrota apos a criopreservacao.

Um passo limitante da vitrificacdo é o controle do processo de desidratacdo e
a prevencao da toxicidade ou estresse osmotico causado pela solugéo de vitrificagao
(SAKAI e ENGELMANN, 2007). A solucdo mais utilizada e eficiente € a “Plant
Vitrification Solution 2”7, que é composta por 30% de glicerol + 15% de etileno glicol +
15% de dimetilsulféxido (DMSO) em meio de cultura contendo 0,4 M de sacarose
(SAKAI et al., 1990).

A solucédo de PVS2 auxilia na criopreservacédo dos explantes, substituindo a
agua celular e mudando o comportamento das células, os componentes da solucdo
sao responsaveis por diminuir o dano do encolhimento celular excessivo e limitar o
risco de formacao de gelo (VOLK e WALTERS, 2005).

Para atenuar a tensdo mecanica provocada pelo tratamento com essa
solucdo, um pré-tratamento com crioprotetores em uma concentracao inferior pode
aumentar significativamente a tolerdncia a desidratacdo. Normalmente um meio
liguido contendo uma combinacdo de sacarose e glicerol aplicado durante 30
minutos a temperatura ambiente é muito eficaz para aumentar a osmotolerancia
(SAKAI, 2004).

Estudos atuais discutem sobre o tempo de exposi¢cdo ao PVS2, ja que tempos
longos podem ser toxicos a planta e tempos reduzidos podem nao ser suficientes
para protecdo do explante (KACZMARCZYK et al., 2011). Estipular tempos
adequados de exposicdo ao PVS2 € um passo padrdo para a identificacdo de
meétodos bem sucedidos de vitrificacdo para qualquer espécie ou cultivar (Kim et al.,

2009), ja que essa desidratacdo acaba permitindo maior sobrevivéncia de explantes,



22

que sdo submetidos ao nitrogénio liquido, por diminuir as chances da formacéo de
cristais de gelo (VERTUCCI, 1991).

3.5 Encapsulamento - Vitrificagéo

E uma técnica que combina os procedimentos de encapsulamento e de
vitrificacdo, as amostras sado encapsuladas em pérolas de alginato, e em seguida,
submetidas a congelamento seguindo a abordagem da técnica de vitrificacao.
(SAKAI e ENGELMANN, 2007).

O encapsulamento de propagulos foi proposto por Murashige (1977), sendo
considerado uma modalidade de cultura de tecidos de plantas, que consiste em
encapsular embrides somaticos, apices caulinares ou gemas axilares (CID, 2004). E
um método rapido de multiplicacdo, que mantem a fidelidade genética das plantas e
permite passagem direta a campo sem gastos com casas de vegetacdo (FUJI et
al.,1987), além disso a utilidade de encapsulamento de explantes in vitro também foi
demonstrada em outros campos de aplicagcdo, tais como a criopreservacado de
recursos genéticos de plantas (GARDI et al., 1999).

O desenvolvimento da tecnologia de encapsulamento ja foi adaptado para
embribes sométicos, apices, agregados celulares, ou qualquer outro tecido que
possa ser utilizado para promover uma planta inteira e que retém este potencial
apos armazenamento (CAPUANO et al., 1998). O encapsulamento une um material
de revestimento e um endosperma artificial para a nutricdo do explante, o
revestimento pode utilizar diversos materiais, tais como @&gar, agarose,
carboximetilcelulose, carrageninas, gelrite, nitrocelulose, poliacrilamida, polyox,
contudo o alginato 5% tem sido o agente gelificante mais utilizado desde 1988
(LAMBARDI et al. 2006).

O hidrogel de alginato possui caracteristicas adequadas para a funcédo de
revestimento, tais como viscosidade moderada, baixa toxicidade e rapida gelificacéo
(REDENBAUGH et al. 1993), e a possibilidade de ser homogeneizado com meio
nutritivo para a producdo do endosperma artificial, o que é de extrema importancia ja

que além de prover protecdo mecanica para o explante, o encapsulamento também
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deve ser capaz de prover os nutrientes necessarios para que 0 mesmo possa se

desenvolver em uma nova planta (LAMBARDI et al. 2006).

Os materiais e métodos do encapsulamento variam de espécie para espécie e
entre cultivares (NYENDE et al., 2003). Basicamente as capsulas sdo feitas
associando os tecidos a solucdo de alginato e posteriormente gotejando-os em
solucdo de célcio (FUJI et al.,1987). O sucesso da técnica de encapsulamento com
o gel de alginato é devido, principalmente, ao ambiente delicado de protecéo que ele
fornece para o material retido (SMIDSROD e SKJAK-BREAK, 1990), guardando o
explante de danos fisicos e permitindo que a germinagdo ocorra sem induzir

variacfes indesejaveis, agindo como verdadeiras sementes (RAVI & ANAND, 2012).
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4. Metodologia

4.1 Obtencao dos apices de batata cv. BRS Clara

O material vegetal foi proveniente da cultivar BRS Clara, pré-cultivada in vitro
em meio nutritivo Murashige & Skoog (MURASHIGE & SKOOG, 1962) durante 26
dias em incubadora B.O.D., com fotoperiodo de 16 horas a 4°C + 2°C no Laboratério

de Cultura de Tecidos, Embrapa Clima Temperado, no ano de 2014.

Apices foram excisados em condicGes assépticas e foram transferidos para
um pré-tratamento durante 39 horas em meio de cultura MS com metade da
concentracéo de sais, acrescido de 0,3 M de sacarose (YAMAMOTO, 2012).

4.2 Encapsulamentos dos explantes

Para constituir o endosperma artificial das sementes sintéticas foi preparado
0 meio nutritivo MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) na solucdo de Cloreto de
Célcio, com 3% (p/v) de sacarose e adicdo de 5% (p/v) de Alginato de Sédio. Para a
complexagéo foi preparado solugéo de 14,7 g L de Cloreto de Célcio (adaptado de
REDENBAUGH et al. 1993).

Ambas as solucdes e os meios nutritivos foram regulados para pH 5,8 e
autoclavados. A solucdo estéril de alginato é misturada com o explante em um
pequeno recipiente de vidro, em condi¢fes estéreis em uma cabine de fluxo laminar,
0S explantes sdo sugados com uma micropipeta (com a ponteira cortada, de modo
gue se aumente o didametro para 2-4 mm) junto com a solucao de alginato (Fig.2A).
O alginato é entdo gotejado gota-a-gota, cada gota contendo um explante individual,
na solucdo de Cloreto de Célcio (Fig.2B), onde ocorre a reacao de troca de ions no
qual o calcio substitui o sédio da capsula. (LAMBARDI et al. 2006).
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Apéds 30 minutos na solucdo de complexacgéo é realizada a lavagem em agua
destilada estéril para remover os ions de calcio em excesso (ONISHI et al., 1994) e
as capsulas sao submetidas a solucao de crioprotecdo 0,8 M sacarose, juntamente
com 2 M de glicerol (Fig.2C) por 30 minutos (HIRAI & SAKAI, 1999), lavadas
novamente e prontas para etapa de vitrificagao (Fig.2D).

Figura 2 - Esquema de encapsulamento A. Apices cv. BRS Clara em contato com solucdo de
alginato 5% sendo resgatadas com micropipeta; B. Capsulas sendo retidas da solugao de Cloreto de
Célcio apés 30 minutos; C. C4psulas submetidas a meio de crioprote¢éo por 30 minutos; D. C4psulas
a serem submetidas a vitrificagcdo. Fotos: Daiane Vargas, Embrapa Clima Temperado, 2014.

4.3 Vitrificagao

As capsulas contendo os explantes foram submetidos a 6 tratamentos:
capsulas inoculadas diretamente em meio de recultivo MS (controle 1), capsulas
congeladas sem a presenca da solucéo de vitrificagdo de plantas 2 — PVS2 (controle
2), e capsulas imersas em PVS2 em criotubo de 2 mL (Fig.3A) e passadas

diretamente para o congelamento sendo considerado tratamento 1 (Fig.3B),
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e capsulas submetidas a 20, 30 e 40 minutos a solugcdo de PVS2 antes do

congelamento (tratamento 2,3 e 4, respectivamente).

O delineamento experimental foi de 5 repeticbes com 5 explantes por
tratamento. Totalizando 150 explantes em esquema fatorial 2x6 com analise no teste

de médias Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 3 - Vitrificacdo A. Imersdo das capsulas em PVS2; B. Criotubo contendo cépsulas imersas
sendo encaminhado para congelamento em nitrogénio liquido. Fotos: Daniele Masiero, Embrapa

Clima Temperado, 2014.

O congelamento foi realizado em nitrogénio liquido durante 1 hora e apés as
capsulas foram lavadas com solucdo contendo 1M de sacarose (YAMAMOTO,
2012), passadas para o meio de recultivo MS e aclimatadas por 5 dias em auséncia
de luminosidade a temperatura de 24°C, decorrido esse tempo as mesmas foram
transferidas para fotoperiodo de 16 h. As avaliagbes feitas foram percentual de

viabilidade ap6s 7, 14 e 21 dias de recultivo.
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5. Resultados e Discusséao

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 1), foi possivel confirmar que a
exposicdo a solucao de vitrificacdo de plantas € um passo determinante para o
sucesso da técnica de criopreservagcdo (Sakai & Engelmann, 2007), visto que os
explantes controle (submetidos a congelamento sem a solucéo de PVS2), foram os
que apresentaram a menor média, também houve diferenca estatistica de
sobrevivéncia entre os diferentes tempos de imersdo das capsulas antes da

vitrificagao, corroborando com a ideia de SAKAI et al. (2004).

Tabela 1. Porcentagem de sobrevivéncia em apices de batata cultivar BRS Clara, obtido
através da técnica de encapsulamento-vitrificacdo, submetidos a diferentes tempos de imersdo em

solucéo de vitrificacdo de plantas. Embrapa, 2014.

Tratamentos Sobrevivéncia (%)
Cépsulas ndo congeladas 92,00 a
Céapsulas submetidas a vitrificacdo sem PVS2 48,00 ¢
PVS2 - 0 minutos 100,00 a
PVS2 - 20 minutos 97,33 a
PVS2 - 30 minutos 73,33 b
PVS2 - 40 minutos 52,00 c
CV (%) 13,53
PrzFc 0,0000

"Médias com diferentes letras nas colunas diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (<0,005).

A maior porcentagem de sobrevivéncia (100%) foi observada nas cépsulas
em que o congelamento foi imediatamente apos a imersdo em PVS2 (Fig.4A),
seguido pelo tratamento em que houve imersao dos explantes por 20 minutos antes

da submissdo ao nitrogénio liquido, que apresentou 97,33% (Fig.4B).
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O que se assemelha ao estudo de Sakai et al. (2004) realizado com a mesma
espécie, que demonstrou uma meédia de rebrota de 95% na exposi¢cao ao PVS2 por
10 minutos antes do congelamento e sugeriu determinada toxicidade do PVS2 aos

explantes conforme aumento do tempo de exposicéo.

Halmagyi et al. (2005) testou 3 cultivares de batata (Desirée, Ostara e Sante)
em relacdo ao efeito de desidratacdo do PVS2 em diferentes periodos, e apresentou
média de viabilidade dos explantes entre 30 e 33% a exposi¢do ao PVS2 durante 10
minutos, sendo considerado o melhor tratamento, mostrando decréscimo da média

entre 13 e 19% aos 20 minutos.

Figura 4 — Capsulas p0s vitrificagcao; A. Capsulas quais 0o congelamento foi imediatamente apds a
imersdo em PVS2 (T3); B. Capsulas expostas por 20 minutos a PVS2 antes da vitrificagdo (T4).
Fotos: Daniele Masiero, Embrapa Clima Temperado, 2014

O tratamento em que as capsulas ndo passaram por vitrificagdo (Fig. 5) nédo
diferiu significativamente dos tratamentos 3 e 4, apresentando média de 92% de
viabilidade, e rebrota ap6s duas semanas, provando que o protocolo de
encapsulamento utilizado foi satisfatorio sendo capaz de prover os nutrientes
necessarios possibilitando que o mesmo se desenvolvesse em uma nova planta
(LAMBARDI et al. 2006).



29

Figura 5 — Tratamento 1; A - Capsulas ndo submetidas a vitrificacdo, apresentando rebrota;
B - Planta transferida para frasco contendo meio de cultivo MS. Fotos: Daniele Masiero, Embrapa
Clima Temperado, 2014

A menor média (48%), foi obtida no tratamento em que as cpsulas foram
submetidas a congelamento sem uso da solugéo de vitrificagédo de plantas 2 (Fig.6A)
e nao diferiu estatisticamente do tratamento onde as cipsulas foram imersas por 40
minutos (Fig.6B) pré congelamento (52%), ja o tratamento de 30 minutos (Fig.6C)

apresentou uma média de viabilidade de 73%.

A escolha do explante, seguiu o estudo de Volk e Caspersen (2007), o qual
apontou as células meristematicas e as menos vacuoladas como as mais tolerantes
ao tratamento com PVS2, por exibirem citoplasma mais denso e apresentarem
baixos niveis de plasmolise e dano aparente. A baixa taxa de viabilidade de apices
caulinares apos a criopreservacao pode estar relacionada a diversos fatores como
insuficiente tolerdncia osmotica da espécie, toxicidade do tempo de exposicdo a
solugcéo de vitrificacdo ou insuficiéncia da penetracdo da solucdo nos tecidos, ou

inadequada desidratacéo dos explantes (CEJAS, et al.,2012).



Figura 6 — Apices encapsulados apés vitrificagdo; A- 30 minutos em PVS2 (T5); B- 40 minutos em
PVS2 (T6); C- Sem exposicdo ao PVS2 (T2). Fotos: Daniele Masiero, Embrapa Clima Temperado,
2014.

Algumas cultivares de batata sdo mais suscetiveis a toxicidade da solucéo
de vitrificacdo demonstrando senescéncia em todos os explantes apds 30 minutos
de exposicdo (HALMAGY!I et al., 2005). Towill e Jarret (1992), j& haviam reportado
gue a exposicao dos explantes a solucao de vitrificagdo altamente concentrada por
tempos maiores é potencialmente prejudicial devido aos efeitos fitotoxicos dos
componentes individuais ou os seus efeitos osmoéticos combinados sobre a

viabilidade celular.

Em relagéo a exposicdo de 30 minutos Bai (2010), utilizando outro método de
criopreservacao, “Droplet-Method”, apontou apenas 30% de sobrevivéncia, podendo
levar em consideracéo a eficiéncia do método utilizado no estudo, ja que as médias
se mostraram satisfatorias, sendo compativeis com os dados divulgados por
Shambu et al. (2009), que relatou a técnica de encapsulamento — vitrificagdo como a
mais eficaz quando comparada com encapsulamento-desidratacdo e vitrificacéo-
droplet, apresentando médias de sobrevivéncia de 52%, 44% e 36%,
respectivamente, sugerindo que a matriz de alginato € uma maneira eficaz de
proteger os explantes dos efeitos téxicos do PVS2 (HIRAI E SAKAI, 2003).

Além disso, o encapsulamento-vitrificagcdo exibe outras vantagens quando
comparado com o método de vitrificacdo convencional, jA que este Ultimo exige a
manipulacdo de apices muito pequenos em uma suspensao, tornando o tempo de
exposicdo ao PVS2 mais dificil de ser controlado, enquanto que os &pices
encapsulados se tornam mais faceis de manipular e permitem uma maior
flexibilidade na manipulacdo de grande quantidades de material, além da
desidratacdo mais lenta e protecdo mecanica do explante (SAKAI & HIRAI, 2003),
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vindo a ser um método facilmente e eficientemente aplicavel no contexto do banco
de genes, onde grandes numeros de amostras precisam ser conservados

rotineiramente.

No que diz respeito a viabilidade observada em de alguns dos explantes
submetidos a vitrificagdo sem exposicao ao PVS2 (Fig.7), podemos relacionar com a
solugéao crioprotetora utilizada (0,8 M sacarose, juntamente com 2 M de glicerol)
antes do uso do PVS2, a qual foi uma combinacdo baseada no estudo de Hirai e
Sakai (1999), que relatou sobrevivéncia em 57% dos explantes. Onde o glicerol atua
como um crioprotetor que penetra na membrana da célula reduzindo a concentracao
de agua, e a sacarose atua penetrando a parede celular reduzindo a agua pela
plasmdlise, ambos auxiliam no processo de vitrificacdo, diminuindo o estresse
osmatico causado pelo PVS2 (KACZMARCZYK, et al., 2011).

Em relacdo ao tempo no recultivo apds congelamento ndo houve diferenca

estatistica entre os tratamentos e os intervalos de tempo avaliados (Figura 7),

100-
80+
60+
7 DIAS
404 I 14 DIAS
204 21 DIAS
0.
Sem 0 PVS 30 PVS
congelar

Figura 7 — Porcentagem de viabilidade dos explantes em relacdo aos tempos de avaliacéo, 7, 14 e

21 dias respectivamente.
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Embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica entre os diferentes
tempos de avaliagdo, pode-se observar que o tratamento sem a utilizagcdo do PVS2
pré congelamento, foi 0 que apresentou maior senescéncia ao decorrer das
avaliacdes, evidenciando ainda mais a importancia da solucdo na protecdo ao dano

celular pés congelamento.

Ressalta-se também a presenca de menor taxa de viabilidade tanto nos
explantes sem submissdo a solucdo de Vvitrificacdo, como aquelas que

permaneceram mais tempo em contato com a mesma.
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6 Conclusdes e Perspectivas

Este estudo demonstrou que a utlizacdo das técnicas de
encapsulamento aliada a Vvitrificagdo é eficaz para a criopreservacdo de
germoplasma de batata cv. BRS Clara, tendo apresentado uma média de
sobrevivéncia elevada no congelamento imediato apds a exposicdo a solucdo de

vitrificacao de plantas.

A técnica de encapsulamento-vitrificacdo pode ser considerada satisfatoria,
porém deverdo ser realizadas mais avaliagbes quanto o potencial de rebrota desses
explantes para confirmacao do protocolo utilizado, além disso é necesséario examinar
a aplicabilidade e possivel aperfeicoamento do mesmo para utilizacdo em outros

gendtipos de batata, assim como adaptacdo para outras espécies.
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