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RESUMO

A presente revisao aborda a importancia da conservacdo in vitro de germoplasma para
reduzir os danos a biodiversidade brasileira, que esta ameacada devido a degradacédo de
biomas como a AmazoOnia, o Pantanal, o Cerrado, o Pampa, a Mata Atlantica e a
Caatinga. O desmatamento e a ocupagdo humana séo alguns dos principais fatores que
ameacam esses biomas e a biodiversidade que eles abrigam. A variabilidade genética
das espécies é ameacada pela degradacdo e exploracdo ambiental, colocando-as em
risco de extin¢do. Bancos de germoplasma vegetal in vitro sdo essenciais para conservar
a base genética, especialmente de cultivos de arvores frutiferas, medicinais e
economicamente valiosas. A criopreservacao € uma técnica usada para conservar esses
materiais por longos periodos, em bancos de germoplasma, sem perder as caracteristicas
anatémicas, fisioldgicas e genéticas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os artigos
cientificos produzidos no mundo e no Brasil, no periodo de 2018 a 2022, através dos
levantamentos conduzidos em dois periodicos internacionais (Journal of Plant Cell
Tissue and Organ Culture e Cryoletters) e nacionais (peridédicos cadastrados na
Scientific Electronic Library Online - SciELO). Os artigos foram revisados quanto as
espécies estudadas, os materiais vegetais e os diferentes tipos de protocolos de
criopreservacao utilizados, incluindo ou ndo o uso de crioprotetores, para evitar a
formacdo de cristais de gelo no interior das células. As espécies de importancia
alimentar, medicinal, ornamental e ameacadas de extin¢cdo foram as mais estudadas, as
pontas de ramos e gemas foram os materiais vegetais mais utilizados e predominou o
método da vitrificacdo e suas variacBes. A analise mostrou que o0 nimero de artigos
cientificos produzidos no Brasil e publicados em ambos os periddicos internacionais foi
equiparado aos dos paises India e EUA, todos eles abaixo da China, que liderou o
ranking de numero de artigos publicados no mundo. Um nUmero maior de artigos
produzidos em instituicdes brasileiras e com espécies nativas foram publicados em
periddicos nacionais, em contraste com o0s periddicos internacionais. O nimero
relevante de dissertagOes e teses desenvolvidas nas universidades brasileiras localizadas
no sul, sudeste, centro-oeste e nordeste sugere perspectivas positivas para o Brasil nos
proximos anos, tanto na formacdo de recursos humanos para atuar na &rea de
conservacao como no sentido de desenvolver protocolos de conservacgéo in vitro para as
espécies brasileiras ameacadas de extincdo e estabelecimento de bancos de
germoplasma.

Palavras-chave: criopreservacdo, conservagdo in vitro, bancos de germoplasma in
vitro.



ABSTRACT

This review addresses the importance of in vitro germplasm conservation to reduce
damage to Brazilian biodiversity, which is threatened due to the degradation of biomes
such as the Amazon, the Pantanal, the Cerrado, the Pampas, the Atlantic Forest, and the
Caatinga. Deforestation and human occupation are among the main factors endangering
these biomes and the biodiversity they harbor. The genetic variability of species is
threatened by environmental degradation and exploitation, putting them at risk of
extinction. In vitro plant germplasm banks are essential for conserving the genetic base,
especially for economically valuable fruit and medicinal tree crops. Cryopreservation is
a technique used to preserve these materials for long periods in germplasm banks
without losing their anatomical, physiological, and genetic characteristics. The objective
of this study was to evaluate scientific articles produced worldwide and in Brazil from
2018 to 2022 through surveys conducted in two international journals (Journal of Plant
Cell Tissue and Organ Culture and Cryoletters) and national journals (journals
registered in the Scientific Electronic Library Online - SciELO). The articles were
evaluated regarding the studied species, plant materials, and different types of
cryopreservation protocols used, including or not the use of cryoprotectants to prevent
the formation of ice crystals inside the cells. Food, medicinal, ornamental and species
threatened of extinction predominated in the studies, the shoot tips and buds were the
preferred plant materials and vitrification and its variations the most frequent method of
cryopreservation. The analysis showed that the number of scientific articles produced
in Brazil and published in both international journals was comparable to that of India
and the USA, all of them below China, which led the ranking of the number of articles
published worldwide. A significantly greater quantity of articles produced in Brazilian
institutions and focusing on native species were published in national journals, in
contrast to international journals. The significant number of dissertations and theses
developed in Brazilian universities located in the South, Southeast, Midwest, and
Northeast suggests positive prospects for Brazil in the coming years, both in terms of
human resources training to work in the conservation field and in developing in vitro
conservation protocols for endangered Brazilian species and establishing germplasm
banks.

Key words: cryopreservation, in vitro conservation, in vitro germplasm banks.
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1 INTRODUCAO

Os niveis populacionais de espécies de animais e vegetais estdo caindo
drasticamente, existindo certos fatores que influenciam e ameacam a biodiversidade
brasileira, entre os quais os relacionados com a explora¢cdo humana (COSTA; MELLO,
2020). Também é importante citar os fenémenos naturais relacionados aos desastres
naturais que sdo outros fatores que podem causar danos estruturais, socioecondmicos e
até bioldgicos, estes podem se somar aos fatores antropicos levando a perda da
variabilidade genética, colocando certas espécies de animais e plantas em risco de
extincdo (FILGUEIRA, 2012). Neste sentido é relevante ressaltar a importancia dos
bancos de germoplasma vegetal que podem garantir a conservacdo da base genética de

espécies vegetais.

O bioma Amazobnia abriga a maior floresta do mundo com 4.196.943 km?2 segundo
(IBGE 2004) ocupando 49,3% do territorio brasileiro. O bioma Pantanal € a maior
planicie alagada do mundo com um territério de 138.183 Km? de territorio equivale a
1,8%, do territorio brasileiro, pesqusias apontam 18% de desmatamento (CAMPELLO
etal., 2021).

O Cerrado possui espécies Unicas de arvores, plantas e animais, cobre 23,9% do
territorio brasileiro, possui uma area de 2.036.448 Kmz2. Estima-se que ja foi perdido
50% da sua area total. (WWF 2022). O bioma Pampa é uma area muito explorada pela
agricultura e ocorre apenas no Rio Grande do Sul, ocupando 2,1 % do territdrio
brasileiro possuindo uma &rea de 178.243 km2. Em torno de 55 % da vegetagdo ja
sofreu descaracterizacdo, inclusive em areas de unidades de conservagdo (ECHER et al.,
2015).

A Caatinga possui um territdrio de 844.453 kmz?, o qual equivale a 9,9 % do
territorio brasileiro (IBGE, 2014). Estudos apontam que 40% desse bioma ja foram
desmatados. (CEPAN 2020). A Mata Atlantica ocupa 13% do territorio do pais, possui
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um territorio de 1.110.182 km? restando apenas 12,4 % da floresta original e é o bioma
mais ameacado. (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2021).

A perda da variabilidade genética, devido a degradacdo e exploragdo ambiental
colocou varias espécies de vegetais e animais em risco de extin¢do. Por isso, foram
desenvolvidos os conceitos de preservacdo de populacbes fora do local de origem
(conservacao ex situ). Essas espécies, mesmo assim, ainda ficam expostas aos fatores do
ambiente natural que ameagam a sua sobrevivéncia em longo prazo, podendo ser
perdidas, 0 que ndo ocorre no caso dos bancos de germoplasma mantidos in vitro.
(NASCIMENTO; MEIADO 2016).

Nos bancos de germoplasma vegetal mantidos in vitro é possivel utilizar sementes,
embribes, grdos de pdélen, dvulos, calos e meristemas capazes de regenerar plantas
inteiras, podendo estes materiais vegetais serem preservados por longo prazo sem
perder as caracteristicas anatdmicas, fisiolégicas e genéticas através da criopreservacao,
que € um método de conservagdo ex situ em que 0s materiais vegetais citados acima sdo
mantidos em temperaturas de -196°C em nitrogénio liquido (REED et al., 2013). A
possibilidade de utilizacdo de materiais vegetais desenvolvidos através de culturas in
vitro é de extrema relevancia por representar uma alternativa para a criopreservagdo
principalmente daquelas espécies que apresentam dificuldades na produgdo, na
germinacdo e na manutencdo da viabilidade de sementes por logos periodos de

armazenamento.

Tendo em vista importancia do desenvolvimento de estratégias para preservar
espécies vegetais a criopreservacao, sendo um método eficaz para a conservacdo do
germoplasma, viabiliza o estabelecimento de bancos de germoplasma in vitro das
especies em extincdo. Além disso, pode ser utilizada, ao lado das estratégias de
restricdo do crescimento, sendo uma estratégia relevante de conservacao,
principalmente em paises como o Brasil, que tem uma grande biodiversidade de

espécies.

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi realizar uma revisdo bibliografica dos artigos
cientificos publicados a partir do ano de 2018 até o ano de 2022 acerca do tema, a
fim de investigar os avancos, as limitagbes e as perspectivas na &rea da
criopreservacao e de outras estratégias de conservacao in vitro de germoplasma

vegetal, no Brasil e no mundo.

2.2 Objetivos Especificos

e Como objetivos especificos deste trabalho sobre a criopreservacao de
germoplasma vegetal pretendeu-se, a partir da leitura dos artigos obtidos no
levantamento, compilar informacg6es sobre os seguintes parametros:

e Espécies estudadas

e Paises em que foram realizados os trabalhos

e Critérios para as escolhas das espécies estudadas: utilidade, valor econdmico,
ameagca de extincdo.

e Materiais vegetais e métodos de criopreservacado utilizados

e Bancos de germoplasma no Brasil e em outros paises.

e Problemas encontrados na criopreservacao de determinadas espécies

e A partir das informacGes obtidas na revisao bibliografica avaliar as perspectivas
futuras com relacdo a conservacdo in vitro de espécies nativas dos biomas

brasileiros

3 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no periodo de 2018 — 2022 em dois periodicos

internacionais importantes na area de criopreservagdo de plantas:

e Science Direct.

e Periddicos especificos da area:

e Plant Cell Tissue and Organ Culture (PCTOC)

e Cryoletters

e SCIELO Brasil (Scientific Eletronic Library Online)
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As palavras-chave para busca foram “plant cryopreservation”, “plant in vitro

2 6

conservation”, “plant in vitro germplasm banks”.

Foram selecionados os artigos académicos que apresentavam as informagdes

sobre os parametros mencionados nos objetivos especificos do trabalho.

Os recursos utilizados foram Computador, acesso a internet, acesso a Rede
Virtual Privada (VPN) da Universidade Federal de Santa Catarina.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. CRIOPRESERVACAO E CONSERVACAO IN VITRO DE
GERMOPLASMA

A criopreservacdo € considerada o método ideal de conservacdo ex-situ de
germoplasma vegetal por longos periodos e complementa as estratégias de conservacao
das colecdes de germoplasma mantidas no campo e in vitro (BETTONI, BONNART E
VOLK, 2020). Visa assegurar a estabilidade do material genético e a sua heranca, evitar
a extincdo de espécies de plantas, preservando a vida util do material vegetal. Apés o
periodo de armazenamento o material vegetal criopreservado pode ser descongelado e
recuperado para viabilizar a producdo de plantas ou de linhagens celulares para a
producdo de compostos de interesse. E importante evitar a formacéo do gelo intracelular
nesse processo de congelamento e descongelamento e por isso sdo utilizados
crioprotetores evitando a morte celular (BENSON, 1994).

Na conservagdo in vitro de plantas é necessario considerar, além da
criopreservagdo, os métodos de restricdo do crescimento in vitro. Para isso s&o
manipulados componentes principais dos meios de cultura, que vao impedir ou
desacelerar o crescimento das plantas in vitro. Alguns reguladores de crescimento
vegetal, podem ser adicionados ao meio de cultura para inibir ou retardar o crescimento,
como os bloqueadores da biossintese das giberelinas, horménios naturais das plantas
que promovem o crescimento (REED et al., 2013). Além da utilizacdo de inibidores do

crescimento no meio de cultura, pode ser utilizado o método de conservacao das plantas
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micropropagadas em baixas temperaturas de 1 a 9 graus, ndo congelantes, sendo uma

opcao prética, segura que ndo necessita de muitos investimentos.

As sementes ortodoxas tém a capacidade de tolerar a secagem e a baixa umidade
sem prejudicar o seu metabolismo, além de preservar sua integridade durante o
armazenamento de longa duracao e podem sofrer dessecacdo maior quando comparadas
com as sementes recalcitrantes ou intermediarias, resistindo a criopreservacao
(ZOMER, 2021). Os cristais de gelo, que podem se formar na criopreservacao, durante
o0 congelamento, interferem na fisiologia e na viabilidade das sementes que apresentam
teores de agua acima de 10%, sendo necessario utilizar aos tratamentos crioprotetores,
para preparar os tecidos das sementes contra a formacdo de cristais de gelo. As
sementes da Mata Atlantica, na sua maioria recalcitrantes ndo sdo resistentes ao
congelamento, com alta perda de umidade, sendo necessarios tratamentos crioprotetores
antes do congelamento, que dificultam que a agua se congele formando os cristais de
gelo (CIVATTI et al., 2014).

Métodos de criopreservacdo tém sido desenvolvidos pela Embrapa, no que diz
respeito a armazenar as sementes por longo prazo. Nesse caso é importante lembrar que
as caracteristicas das sementes tais como a umidade e a resisténcia a baixas
temperaturas podem afetar a viabilidade. Assim é possivel classificar as sementes de
determinadas espécies, de acordo com a sua capacidade de tolerar a desidratacdo, sendo
assim mais facil desenvolver estratégias para viabilizar a criopreservacdo (PILATTI et
al., 2011). Para aquelas espécies que ndo sao resistentes a desidratacdo nao € possivel
aplicar essa estratégia e outros protocolos sdo necessarios.

Entre alguns exemplos classicos de aplicacdo da criopreservagédo é citado o cacau,
gue é uma arvore comercialmente importante com grande demanda de consumo
mundial, em que a criopreservacdo em nitrogénio liquido garante a conservagédo segura
a longo prazo (FANG et al., 2004). Estudos mais recentes de criopreservagéo tem sido
realizados sobre germoplasma da espécie Agave peacockii ameacada de extingdo no
México (DELGADO-ACEVES et al., 2022) utilizando-se a técnica de vitrificacdo; de
suspensdes celulares da espécie medicinal Polyscias filicifolia recuperadas com
estabilidade de producdo em biorreatores, ap6s 5 anos de criopreservagdo em
nitrogénio  liquido (—196°C) (TITOVA et al.,, 2021); de yacon (Smallanthus

sonchifolius), para preservacédo por longos periodos, utilizando-se técnica de vitrificagdo
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(HAMMOND et al., 2021) e de protocormios de Dendrobium nobile (ZANG et al.,
2021).

4.2. PRINCIPIOS DOS METODOS DE CRIOPRESERVACAO

Os métodos mais utilizados na criopreservacdo de materiais vegetais s&o:
desidratacdo, encapsulamento-desidratacdo, desidratacdo em crioplacas, vitrificacéo,
vitrificacdo em goticulas, vitrificacdo em crioplacas, vitrificacdo em placas de malha de
aco inoxidavel. Nessa secdo serdo feitas consideracfes sobre os principios de cada
método. Exemplos de protocolos especificos e mais detalhados, para cada tipo de

material vegetal, serdo mostrados no item 4.3.

4.2.1 Desidratacéo

Neste método o material vegetal é submetido a um processo de desidratacdo
antes de ser congelado em nitrogénio e € utilizado na criopreservacdo de sementes,
embribes zigoticos e eixos embrionarios de varias espécies tropicais recalcitrantes e
intermediarias. (ENGELMANN E DUSSERT, 2013). Materiais vegetais como pdlen e
as sementes ortodoxas, sofrem desidratacdo naturalmente durante o processo de
maturacdo. Materiais como embrides, pontas de ramos, suspensdes celulares e calos,
por possuirem maior quantidade de agua nas células, sdo desidratados através dos
métodos de desidratacdo ao ar livre, desidratacdo osmdtica, imersdo em solucdes
contendo altas concentracbes de crioprotetores e congelamento lento em freezer

programavel.

Esses métodos provocam a maxima saida de agua das células, concentrando o
suco celular e fazendo com que a agua remanescente fique no estado vitreo, induzindo a
vitrificagdo, ou seja, os solutos ficam em maior quantidade dentro da célula, tornando

seu interior viscoso, impedindo a formacdo de cristais de gelo no interior da célula,
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durante o processo de imersdo no nitrogénio liquido, mas mantendo um nivel de
hidratacdo minimo, para manter a viabilidade do material, ap6s o descongelamento. O
teor de agua que garante a maior taxa de sobrevivéncia dos explantes varia de 10-20%
(ENGELMANN E DUSSERT, 2013). As variacdes do método de desidratacdo sdo o
encapsulamento-desidratacdo e a desidratacdo em crioplaca (método D-crioplaca)

descritos no item 4.3.9.5.

4.2.2 Congelamento lento em freezer programavel

Engelmann e Dussert (2013) afirmam que a desidratacéo induzida por congelamento
lento em freezer programavel é um método classico aplicado na criopreservacao de
espécies de regibes mais frias, como gemas dormentes, apices de espécies tolerantes ao
frio e culturas celulares como suspensdes e calos indiferenciados. As amostras sdo
submetidas aos tratamentos de pré-crescimento em meios de cultura contendo sacarose
e/ou sorbitol, que induzem a perda de dgua do material por plasmélise e na sequéncia
sdo expostas as solugcdes de crioprotetores, resfriamento lento com a diminui¢do da
temperatura até -40°C, na taxa de 0,1 a 2°C/min e imersdo no nitrogénio liquido. A
diminuicdo lenta da temperatura converte a agua da solucdo presente nos espacos
intercelulares, que é menos concentrada em solutos do que a agua presente no interior
das células, em cristais de gelo, que uma vez formados no espaco intercelular induzem a
saida de agua das celulas e a desidratacdo. A desidratacdo induz o aumento da
concentra¢do do suco celular e faz com que a agua passe para o estado vitreo (nem
solido e nem liquido), o que dificulta a formacé&o de cristais de gelo dentro das células.
A desidratacdo nesse caso ocorre antes e durante a criopreservacgdo, durante a formagéo
de cristais de gelo nos espacos intercelulares e a recuperacdo do material € feita através

do descongelamento rapido.

4.2.3. Vitrificacao
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Neste método, o material vegetal € imerso em uma solucdo crioprotetora e
congelado rapidamente em nitrogénio liquido e é considerado um dos mais eficientes
para a conservacdo de sementes e embrides somaticos (REED et al., 2018). As técnicas
de vitrificacdo induzidas pela desidratacdo ao ar livre ou em solugdes contendo altas
concentracdes de crioprotetores, antes da imersdo em nitrogénio liquido, sdo as mais
utilizadas na crioprotecdo e mais adequadas as especies tropicais, por serem de facil
manipulagdo, ndo requerem muitos equipamentos, séo eficientes, de baixo custo e
asseguram alto nivel de sobrevivéncia e alto percentual de regeneracdo das amostras,
apos a imersao em nitrogénio liquido (ENGELMANN E DUSSERT, 2013).

As solucBes de vitrificacdo mais utilizadas sdo a PVS2 (SAKAI et al., 1990) e a
PVS3 (NISHIZAWA et al. 1993). A solucdo PVS2 é composta por uma mistura de
varios agentes crioproterores (30% glicerol + 15% etileno glicol + 15%
dimetilsulféxido (DMSQO) + em meio de cultura contendo 0.15 M de sacarose) e a
solucdo de PVS3 é composta por 50% glicerol + 50% sacarose. Essas solu¢des viscosas
penetram nas células, fazendo com que a agua fique em estado vitreo, dificultando a
formagéo de cristais de gelo. As elevadas concentragcdes dos compostos utilizados nas
solucBes de vitrificacdo e a utilizacdo de solucgdes pré-resfriadas, em temperaturas bem
baixas, tornam estavel o resfriamento, evitando a formacéo de cristais de gelo, além de
restringir a difusdo intensa de produtos de dentro da célula, como a agua e solutos, por
aumentarem a concentracdo do suco celular e impedirem a desidratacdo intensa das
células (BENSON, 1994; ENGELMANN E DUSSERT, 2013).

O metodo da vitrificacdo apresenta variacbes como a vitrificagdo dos explantes em
goticulas de solucBes de vitrificagdo colocadas sobre tiras de papel aluminio (droplet

vitrification) e vitrificagdo em crioplacas (método V-crioplaca).

4.2.4. Vitrificagdo em goticulas
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O material vegetal é colocado em goticulas de solucéo de vitrificagdo pingadas
sobre uma tira de papel aluminio (5 x 20 mm), que é imersa rapidamente em nitrogénio
liquido (Figuras 1A e 2A). Esse método é vantajoso, pois o0s explantes ficam em contato
direto com o nitrogénio liquido, o que garante altas taxas de resfriamento, de
reaquecimento e, a0 mesmo tempo, a crioprotecdo pela solucdo de vitrificacdo
(ENGELMANN E DUSSERT, 2013). Ha variacdes desse protocolo, em que o material
vegetal é previamente imerso em uma solugdo de sacarose e glicerol por 20 min,
seguido da exposicdo a solucdo de vitrificacdo, em baixa temperatura antes da
transferéncia para as goticulas de solucdo de vitrificacdo, depositadas sobre a tira de
papel aluminio. Em seguida a tira de papel aluminio contendo as goticulas com o0s
explante é imersa rapidamente em nitrogénio liquido antes de ser transferida para o
criotubo, contendo nitrogénio liquido, que depois serd imerso no nitrogénio liquido do
tanque criogénico (WANG et al. 2021).

4.2.5. Vitrificacdo em crioplaca (V-crioplaca, D-crioplaca, Placa de malha de aco

inoxidavel)

Nos métodos V-crioplaca (Figura 2B) e D-crioplaca (Figura 2C) o material vegetal é
colocado sobre crio-placas de aluminio (7x37x0,5 mm), contendo 10 orificios, contendo
2 pl de alginato de calcio, que tem a funcgdo de facilitar a adesdo do material vegetal a
crioplaca. Em seguida é realizado o procedimento de vitrificacdo do material vegetal
(método V-crioplaca, Figura 2B) ou de desidratacdo ao ar (método D-crioplaca, Figura
2C). Portanto, 0 método V-crioplaca combina 0 método de encapsulamento-vitrificagdo
com a vitrificagdo em goticulas e 0 método D-crioplaca combina o encapsulamento em

alginato na crioplaca com a desidratacao ao ar livre (WANG et al., 2021).

O método V-crioplaca foi desenvolvido por Yamamoto et al. (2011) para
criopreservacdo de Tanacetum cinerarrifolium, uma espécie de crisdntemo. Nesse
método V crioplaca a solu¢do de meio de cultura contendo 2 % de alginato é colocada
nos orificios da crio-placa, o material vegetal € imerso nessa solucdo e sobre ele é
colocada a solucdo contendo meio de cultura, 0,4 M de sacarose e 0,1 M de calcio para

induzir a polimerizacdo do alginato e encapsulamento em alginato de célcio. A crio-
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placa é transferida para um recipiente contendo uma solucéo de 2 M de glicerol e 1,4 M
de sacarose, por 20 min e em seguida essa solucdo € substituida pela solucdo de
vitrificacdo, por cerca de 40 min e a crioplaca transferida para o criotubo de 2 ml, que €

entdo imerso no nitrogénio liquido.

O método D-crioplaca foi utilizado pela primeira vez com sucesso em 2013 na
criopreservacdo de pontas de ramos de Juncus decipiens (NIINO et al., 2013). O
procedimento € idéntico ao V crioplaca até a etapa em que a crio-placa é transferida
para a solugdo de glicerol e sacarose. Em seguida, nesse método a crio-placa é seca com
papel filtro, mantida para desidratacdo ao ar livre, no fluxo laminar, por 2-3 h e em
seguida transferida para o criotubo, que é entdo imerso no nitrogénio liquido (WANG et
al., 2021).

O método de criopreservacdo sobre placa de malha de aco inoxidavel foi
descrito por Funnekotter et al. (2017) e é semelhante ao método Vcrioplaca, incluindo
as etapas de imersdo na solucdo de carregamento contendo glicerol e sacarose, seguida
da vitrificacdo em PVS2 e imersdo em nitrogénio liquido (Figura 2D). A diferenca é que
o material vegetal é colocado sobre uma tira de malha de aco inoxidavel de 25 x 7 mm
(comprimento x largura) e possui aberturas de 0,4 mm, com diametro de fio de 0,224
mm (YAMAMOTO et al., 2011) (Figura 2D). A vantagem desse método € o
resfriamento mais rapido das amostras, uma vez que se trata de uma rede de fios de aco
inoxidavel de 0,224 mm e as aberturas da malha sdo de 0,4 mm, 0 que permite maior
superficie de contato do explante com o nitrogénio liquido do que na placa de aluminio
(WANG et al., 2021).

Figura 1. Detalhes das placas utilizadas nos diferentes tipos de vitrificagdo nos artigos
de criopreservacgéo: (A) vitrificacdo em goticulas de 15 ul sobre tiras de papel aluminio
de 5 x 20 mm. (B) vitrificacdo em crio-placas de aluminio de 7 x 37 x 0,5 mm, com
orificios e 1,0 x 0,5 mm ou 1.5 x 0,75 mm. (C) vitrificagdo em placas de malha de aco
inoxidavel de 7 x 25 mm, aberturas de 0,4 mm, diametro do fio de aco inoxidavel de
0,224 mm.
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Fonte: Wang et al. (2021), segundo esses autores redesenhada a partir de Panis et al.
(2005), Yamamoto et al. (2011) e Funnekotter (2017)

Figura 2. Etapas da criopreservacao utilizadas na vitrificacdo em goticulas sobre tiras de
papel aluminio (A, Panis et al. 2005). Vitrificacdo em placa de aluminio V-crio-placa
(B, Yamamoto et al. 2011). Vitrificacdo em placas de alumino utilizando a desidratacao
ao ar em recipiente fechado, com silica gel e adesdo dos explantes a placa com alginato
de calcio (C, Niino et al. 2013). Vitrificacdo em placa de malha de aco inoxidavel (D,
Funnekotter et al. 2017).
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(2005), Yamamoto et al. (2011) e Funnekotter et al. (2017).

4.2.6 Encapsulamento, encapsulamento-desidratacdo e encapsulamento-

vitrificagdo

No método de encapsulamento simples, os explantes sdo encapsulados em gotas
de uma matriz de alginato de célcio e imersos em nitrogénio liquido. O encapsulamento
visa minimizar os danos mecanicos causados aos explante e facilitar a manipulacéo,
durante as etapas da criopreservacdo e descongelamento. No encapsulamento-
desidratacdo, metodo aplicado a embrides e apices, 0s explantes sdo encapsulados em
alginato de célcio, passam por pré-crescimento em meio de cultura contendo sacarose,

desidratacdo com silica gel, para diminuir o teor de agua para 20% da massa fresca e
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imersos em nitrogénio liquido, e no encapsulamento-vitrificacdo o0s explantes
encapsulados em alginato de calcio sdo expostos aos protocolos utilizando as solucgdes
de vitrificacdo e uma funcdo do encapsulamento seria proteger o material vegetal do
contato direto com as solucbes de vitrificacdo, devido a toxicidade dessas solucbes
(ENGELMANN E DUSSERT, 2013).

4.3.MATERIAIS VEGETAIS E METODOS DE CRIOPRESERVACAO
UTILIZADOS NOS ARTIGOS CIENTIFICOS PUBLICADOS NA
PCTOC E CRYOLETTERS NO PERIODO 2018-2022

A Tabela 1 mostra a lista dos 46 artigos cientificos sobre criopreservacdo publicados
no periodo 2018 a 2022 no periddico Plant Cell Tissue and Organ Culture (PCTOC) e a
Tabela 2 os 31 artigos publicados no periodico Cryoletters. Em ambas as tabelas sdo
mostradas as espécies estudadas, os paises em que os trabalhos foram elaborados, o
método de criopreservacdo utilizado, o material vegetal criopreservado, a importancia

das espécies estudadas e as referéncias.

Nos subitens (4.3.1 a 4.3.12) abaixo serdo feitas consideracfes especificas sobre 0s
materiais vegetais e 0s métodos de criopreservacao utilizados. No item 4.4 analisaremos
guantitativamente os outros parametros pertinentes que permitirdo concluir quais foram
0s paises que mais publicaram, quais as espécies mais estudadas, as técnicas mais

utilizadas e as perspectivas para o Brasil e 0 mundo.
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Tabela 1. Artigos sobre criopreservacdo de plantas publicados no periodico Plant Cell Tissue and Organ Culture (Springer) no periodo 2018-

2022.

ESPECIES PAIS METODOS MATERIAL REFERENCIAS uUso
Asparagus Espanha Encapsulamento-desidratacdo Gemas de rizomas Carmona-Martin et Rizoma/Alimentacdo
officinalis al. (2018)
Vaccinium China Vitrificacdo em goticulas Gemas adventicias de folhas Chen et al. (2018) Frutifera/alimentacéo
corymbosum

Pinus radiata Chile Crioprotetores, -80°C Culturas celulares embriogénicas | Lineros et al. (2018) Florestal/madeira
Picea abies Finlandia | Vitrificagdo Calos Viljamaa et al. (2018) | Florestal /madeira
Lotus tenuis Argentina | Encapsulamento-desitratacdo, encapsulamento-vitrificagéo e Gemas adventicias de folhas Espasandin et al. Forrageira/biorremediacéo do solo

vitrificacdo (2018)

Dendrobium China Vitrificagéo Protocérmios Jian et al. (2019) Ornamental

nobile

Chrysanthemum | Pol6nia Encapsulamento-desidratacéo Pontas de ramos Kulus et al. (2019) Ornamental
Actinidia Nova Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Mathew et al. (2019) | Frutifera

chinensis var. Zelandia

chinensis

Ribes nigrum Finlandia Congelamento lento em freezer programavel Segmentos de caules com gemas Rantala et al. (2019) Frutifera

Paeonia China Imersdo direta em NL Polen Ren et al. (2019) Ornamental

lactifora

Passifora Brasil Vitrificagdo V-crioplaca- Pontas de ramos Vianna et al. (2019) Frutifera, ornamental, medicinal
suberosa Franca

Potato sp. Peru Vitrificacdo de goticulas Pontas de ramos Vollmer et al. (2019) | Tubérculo
Dracocephalum | Austria Vitrificacdo de goticulas Pontas de ramos Rasl et al. (2020) Ameacada de extin¢do
austriacum

Paeonia China Imerséo direta em NL Polen Ren et al. (2020) Ornamental
sufruticosa

Allium cepa var. | China Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Wang et al. (2020) Bulbos

Aggregatum

Revisdo EUA Tecnologias de criopreservacdo de pontas de ramos Pontas de ramos Bettoni et al. (2021) Vérias espécies
Cirsium hillii Canada Vitrificacdo em goticulas Pontas de ramos Bi et al. (2021) Ameacada de extin¢do
Arabidopsis Turquia Vitrificagéo Plantulas Ekinci et al. (2021) Pesquisa

thaliana

Stewartia sps EUA Crioprotetor, -80C Culturas celulares embriogénicas | Gladfelter et al. Ornamental/medicinal
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(2021)
Smallanthus Republica | Osmotic dehydration, vitrificagdo em goticulas Gemas apicais Hammond et al. Tubérculos/Alimentagdo
sonchifolius Tcheca (2021)
Lamprocapnos Polonia Encapsulamento-vitrificacéo Pontas de ramos Kulus and Tymoszuk | Alimentag&o
spectabilis (2021)
Tulipa tarda Poldnia Vitrificagdo em goticulas Meristema apical Maslanka and Ornamental
Szewczyk (2021)

Persea Australia Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos O’Brien et al. (2021) | Frutifera
americana
Phoenix Brasil Imersdo direta em NL Pélen Oliveira etal. (2021) | Frutifiera
dactylifera EUA
Revisdo Franca Criopreservacao e bancos de germoplasma in vitro Bancos de germoplasma in vitro Ochatt et al. (2021) Vérias espécies
Actinidia spp. Nova Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Pathirana et al. Frutifera

Zelandia (2021)
Pinus koraiensis | China Crioprotetores, -80°C Tecido embriogénico Peng et al. (2021) Florestal ameacada de extin¢io
Revisdo Coréia Bancos criogénicos de raizes Raizes Popova et al. (2021) | Vérias espécies
Ribes nigrum Finlandia | Vitrificacdo em goticulas Pontas de ramos Rantala et al. (2021) Frutifera
Bactris gasipaes | Brasil Viitrificagdo em goticulas Culturas embriogénicas Ree and Guerra Frutifera

Italia (2021)
Physalis Mexico Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Romo-Paz et al. Frutifera
angulata EUA (2021)
Hovenia dulcis Brasil V-crioplaca, vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Saavedra et al. (2021) | Medicinal
Gentiana kurroo | India Vitrificagdo, vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Sharma et al. (2021) Medicinal ameacada de extin¢do
Ensete glaucum | India Desitratacdo ao ar livre Sementes e embrifes zigoticos Singh et al. (2021) Frutifera
Allium sativum Japéo D-crioplaca Pontas de ramos Tanaka et al. (2021) Bulbos
Revisdo EUA Criopreservacdo de gemas de plantas lenhosas em larga escala | Gemas de plantas lenhosas Tanner er al. (2021) Vrias espécies
Polyscias Russia Congelamento lento em freezer programavel Suspensdes celulares Titova et al. (2021) Medicinal ameacada de extin¢éo
filicifolia
Revisdo China Progressos da criopreservacgao de propagulos originados in Diversos tipos Wang et al. a (2021) | Vérias espécies

vitro: tecnologias e fontes de explantes

Allium cepa var. | Noruega Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Wang et al. b (2021) | Bulbos
aggregatum
Dendrobium China Vitrificacdo Protocormios Zhang et al. a (2021) | Ornamental
Arabidopsis China Vitrificacdo Plantulas Zhang et al. b (2021) | Pesquisa
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thaliana

Revisdo india Vitrificacéo, Cultura de tecidos e abordagens Arora et al. (2022) Arvores medicinais (varias
Encapsulamento-vitrificacao biotecnoldgicas espécies)
Encapsulamento-desidratacdo

Agave peacockii | México Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos (domos Delgado -Aceves et Fibras ameacada de extincéo

meristematicos) al. (2022)

Agapanthus China Vitrificagdo Culturas embriogénicas Liu et al. (2022) Ornamental

praecox

Paeonia emodi China Desidratagéo Sementes Ren et al. (2022) Ornamental

Chrysanthemum | China Vitrificagéo Gemas adventicias de gemas Suetal. (2022) Ornamental

morifolium axilares

Tabela 2. Artigos sobre criopreservacdo de plantas publicados no periédico Cryoletters no periodo 2018-2022.

ESPECIES PAIS METODOS MATERIAL REFERENCIAS uso

Calophyllum Espanha Imerséo direta em nitrogénio liquido (NL) Sementes Entensa et al. (2022) | Florestal Medicinal

antillanum

Borassus China Desidratagdo Embrides zig6ticos Han et al. (2021) Florestal sementes recalcitrantes

flabellifer

Pogostemon Coréia Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Lee et al. (2021) Ameacada de extin¢do

yatabeanus

Valeriana India Vitrificacdo Pontas de ramos Sharmaet al. (2021) Medicinal Ameacada de extingdo

jatamansi

Cattleya sp Brasil Desidratagéo Sementes Fileti et al. (2021) Ornamental

Lamprocapnos Polbnia Encapsulamento - desidratacéo Pontas de ramos Kulus (2021) Ornamental

spectabilis Medicinal

Revisdo Brasil Perspectiva: criopreservacdo para melhoramento genético de Pélen Dinato et al. (2020) Vérias species
plantas e conservagao de recursos genéticos

Citrus cavaleriei | India Desidratacdo, vitrificacdo, encapsulamento-desidratacéo Embrides e eixos embionarios Malik et al. (2020) Alimentacdoameacada de extingéo

Rhynchostylis Tailandia | V-crioplaca Pélen Jitsopakul et al. Ornamental

gigantea

(2020)
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Teramnus Africado | Imersfo direta em NL Sementes Acostaetal. (2020) | Forrageira /biorremidiacéo do solo
labialis Sul
Quercus sp. EUA Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Pence & Chaiken Florestal
(2020)
Dioscorea india Vitrificagdo, Encapsulamento — Vitrificacdo Segmentos nodais Thankappan & Tubérculo
prazeri Pontas de ramos Morawala-Patel
(2020)
Syzygium maire | Nova Vitrificagdo em goticulas Embrides zigoticos Walt et al. (2020) Florestal ameacada de extin¢éo
Zelandia
Abelmoschus India Imerséo direta em NL Pélen Gowthami et al. Medicinal
moschatus (2020)
Aquilaria india Desidratagéo, encapsulamento —desidratacéo Embribes zigoticos e gemas Devi etal. (2019) Florestal,sementes recalcitrantes
malaccensis axilares ameacada de extingdo
Clitoria ternatea | India Encapsulamento-desidratacdo Gemas axilares Nair et al. (2019) Medicinal
Terammus Cuba Imersdo direta em NL Sementes Acosta etal. (2019) | Alimentagéo
labialis
Vitis aestivalis, Brasil Desidratacdo-vitrificacdo em goticulas, VV-crioplaca Pontas de ramos Bettoni et al. (2019) Frutifera
Vitis EUA
jacquemontii
Aster altaicus Rassia Vitrificacdo em goticulas Pontas de ramos Choi etal. (2019) Ameacada de extin¢do
var. uchiyamae
kitam
Cleome spinosa | Brasil Vitrificacdo e V-crioplaca Pontas de ramos Vilardo et al. (2019) | Medicinal
Cannabis sativa | EUA V-crioplaca e vitrificagdo em goticulas Gemas axilares Lata et al. (2019) Medicinal
Vanilla Thailandia | Encapsulamento — desitratagdo e Vitrificacdo Protocormios Chaipanich et al. Aromatica. Alimentagdo, ameacada
siamensis (2019) de extincéo
Tussilago Alemanha | Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Hambeck et al. Medicinal
farfara (2019)
Ipomoea batatas | Africado | Vitrificacdo Gemas axilares Manamela e Mycock | Tubérculo alimentagdo
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Sul (2019)
Revisdo Reino Encapsulamento em alginate para aprimorar a biopreservagdo | Varios tipos Benson et al. (2018) | Varias espécies
Unido e sucesso: uma revisdo multidisciplinar das idéias atuais e
aplicacBes em criopreservagao e em armazenamento sem
congelamento
Elaeis Franca Desidratagéo EmbriGes somaticos Beulé et al. (2018) Alimentacéo, conservagao de
guineensis germoplasma
Artemisia Austria Vitrificacdo em goticulas Pontas de ramos Kodym et al. (2018) Medicinal
laciniata ameacada de extingdo
Malus Dinamarca | Imersdo direta em NL Gemas Vogiatzi et al. (2018) | Frutifera
domestica
Vitis sp. EUA Vitrificagdo em goticulas Pontas de ramos Volk et al. (2018) Frutifera
Mentha spp. Alemanha | Vitrificagdo Pontas de ramos Senula et al. (2018) Medicinal
Zea mays Cuba Imerséo direta em NL Sementes Arguedas et al. Cereais

(2018)
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Nos subitens 4.3.1 a 4.3.12 abaixo serdo feitas consideracOes especificas sobre
os diferentes materiais vegetais estudados e os respectivos métodos de criopreservacdo

relatados nos artigos cientificos citados nas Tabelas 1 (PCTOC) e 2 (Cryoletters).

4.3.1 Pélen

A Tabela 1 mostra os artigos sobre criopreservacdo de graos de polen das espécies
ornamentais Paeonia lactiflora (REN et al. 2019), Paeonia sufruticosa (REN et al.
2020) e Phoenix dactylifera (OLIVEIRA et al. 2021), que foram criopreservados,

através da imersdo direta em nitrogénio liquido.

No periddico Cryoletters (Tabela 2) foram registrados no periodo de 2018 -2022,
além da revisdo de Dinato et al. (2020), sobre a criopreservacdo de pdlen de espécies
brasileiras pelos métodos de desidratagdo osmética, desidratacdo ao ar livre e
vitrificacdo, outras espécies como Abelmoschus moschatus (imersdo direta em
nitrogénio liquido) (GOWTHAMI et al. 2020) Rhynchosstylis gigantea (V-crioplaca)
também foram usadas (JITSOPAKUL et al. 2020).

A imersdo direta em nitrogénio liquido foi a estratégia mais simples utilizada,
aplicada a materiais que naturalmente apresentam teores de dgua ao redor ou abaixo de
10% da biomassa fresca, mas outras técnicas envolvendo desidratagdo osmética ou ao ar
livre e vitrificagdo foram necessérias para outras espécies, dependendo do teor de agua
dos grdos de polen. Os resultados indicam a necessidade de se adotar a estratégia

adequada ao teor de agua inicial dos graos de pdlen.

4.3.2 Sementes

Na criopreservagdo de sementes das espécies de Paeonia emodi (REN et al. 2022)
(Tabela 1) o pré-tratamento de desidratacdo a 30°C, por 7 a 48 horas seguido da imersdo

em nitrogénio liquido garantiu a mesma porcentagem de germinacéo, entre 80 e 100%
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que as sementes ndo criopreservadas e teores de umidade que variaram entre 15,25% e
7,07%. Da mesma forma as sementes de Ensete glaucum (uma espécie de banana
selvagem) toleraram o pré-tratamento de desidratacéo ao ar livre, com 5-10% de teor de
umidade. Portanto, sementes, com 10% de teor de umidade e embries zigoticos com
12% de teor de umidade foram criopreservados com sucesso, mantendo 80% e 83% de
viabilidade, respectivamente (SINGH et al. 2021). Esses protocolos sdo bastante
simples por requererem apenas a desidratacdo das sementes, para a reducgéo do teor de

umidade requerido para tolerarem a criopreservacao.

Na Cryoletters (Tabela 2) foram registrados os artigos de criopreservacdo de
sementes de Calophyllum antillanum, arvore medicinal cuja sementes apresentam 6%
de teor de &gua (ENTENSA et al. 2022); Teramnus labialis (ACOSTA et al. 2019,
2020), Zea mays (ARGUEDAS et al. 2018), por imersao direta em nitrogénio liquido e
de Cattleya sp. (FILETI et al. 2021), por desidratacéo.

4.3.3 Embrides zigbticos e somaticos

Os artigos sobre a criopreservacdo de embrides zigoticos foram encontrados apenas
no periddico Cryoletters (Tabela 2). Embrides zig6ticos de Borassus flabellifer foram
criopreservados através da desidratacdo (HAN et al. 2021); embriGes zigoticos de
Aquilaria malaccensis, arvore com sementes recalcitrantes, através de desidratacdo e
encapsulamento-desidratagdo (DEVI et al. 2019); embribes zigo6ticos de Syzygium
maire, arvore ameacada de extingdo, por vitrificacdo em goticulas (WALT et al. 2020);
embrides e eixos embrionérios de Citrus cavaleriei, espécie selvagem ameacada de
extingdo, pelos métodos de desidratacdo, vitrificagdo e encapsulamento-desidratacdo
(MALIK et al. 2020). Embrides somaticos de 28 clones de Elaeis guineenses foram
criopreservados durante 20 anos, apds 0 pré-crescimento, por 7 dias em meio contendo
0,75 M de sacarose, para induzir a desidratacdo osmdtica, que foi seguida da
desidratacdo ao ar, em recipientes fechados contendo silica gel e reducdo do teor de
umidade entre 19-35%, com sobrevivéncia de 33,2%2. (BEULE et al. 2018).



30

4.3.4 Protocormios

A Tabela 1 cita o artigo em que os protocormios de orquideas Dendrobium nobile
(JIAN et al. 2019, ZHANG et al. 2021a) foram criopreservados pelo método de
vitrificacdo, sendo pré-cultivados em meio contendo 0,3 M de sacarose, a 4°C por 48
horas, para induzir a desidratacdo osmotica e em seguida transferidos para uma outra
solucdo contendo 2 M de glicerol e 0,4 M de sacarose por 40 min, que deve ter
potencializado ainda mais a perda de dgua dos protocormios. Apos 40 min essa solugédo
foi removida e substituida por uma solucéo crioprotetora de vitrificacdo PVS2 contendo
30% de glicerol, 15% de DMSO (dimetilsulfoxido), 15% de etileno glicol e 0,4 M de
sacarose, por 40 minutos a 0°C, apds o que os criotubos foram imersos em nitrogénio
liquido por 30 min. Em seguida foram removidos do nitrogénio liquido e transferidos
para um banho maria a 42°C por 1 min (descongelamento rapido). Na Cryoletters
(Tabela 2) é mostrado o artigo em que protocormios de Vanilla siamensis
(CHAIPANICH et al. 2019) foram criopreservados pelas técnicas de encapsulamento-

desidratacdo e vitrificacdo.

O protocolo utilizado para Dendrobium nobile acima consta entdo da osmoprotecao,
induzida pela solucdo sacarose/glicerol e da desidratacdo osmotica e vitrificagdo,
induzida com a solucdo de PVS2. O descongelamento rapido em banho maria tem a
funcdo de evitar a possivel formacéo de cristais de gelo dentro das células durante o
aquecimento na temperatura ambiente. E importante ressaltar que o glicerol, o
etilenoglicol e 0 DMSO da solu¢do de vitrificacdo alteram as propriedades coligativas

da &gua, dificultando a formacao de gelo dentro das células.

4.3.5 Plantulas

Plantulas de Arabidopsis thaliana ap6s 48 e 72 h de germinacdo foram
criopreservadas por vitrificacdo, sendo transferidas para a solucdo de carregamento,
contendo 2 M glicerol e 0,4 M de sacarose a 25°C por 20 min, para induzir a

desidratacdo osmotica e osmoprotecdo e transferidas para a solugcdo PVS2 contendo
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30% de glicerol, 15% de etilenoglicol, 15% de DMSO e 0,4 M de sacarose 50 min,
seguido da imersdo rapida em nitrogénio liquido por uma hora e do descongelamento
rapido em banho maria a 40°C, por 90 segundos (EKINCI et al. 2021, ZHANG et al.
2021b) (Tabela 1). Aqui foi utilizado um protocolo semelhante ao utilizado para
protocormios, que constou de osmoprotecdo e da desidratacdo osmdtica seguida da
vitrificacdo com a solucdo de PVS2. No periodico Cryoletters ndo foram encontrados

artigos sobre criopreservacdo de plantulas no periodo 2018-2022.

4.3.6 Raizes

A revisdo sobre bancos de germoplasma de raizes criopreservadas, publicada no
periddico PCTOC por Popova et al. (2021), artigo citado na Tabela 1 € uma evidéncia
da importancia da criogenia para conservagao de raizes de plantas de potencial interesse
para as industrias farmacéuticas, de cosméticos e produtoras de suplementos naturais na
area da saude. Os autores relatam que a criopreservacdo de raizes tem sido utilizada
com sucesso em um grande nimero de espécies, com objetivo de armazenar, em bancos
de germoplasma, raizes isoladas de plantas crescidas in vitro e culturas de raizes em
cabeleira de importancia comercial, como fontes de producdo de compostos bioativos
de plantas, com potencial de aplicacdo industrial. Os estudos indicam que nenhum
impacto negativo foi registrado no crescimento, na biossintese e na estabilidade
genéticas das raizes criopreservadas. Exemplos de espécies para as quais foram
desenvolvidos protocolos sdo relatados nessa revisdo para os diferentes tipos de origem

das raizes.

Os autores afirmam que os tipos de explantes utilizados foram pontas de raiz ou
segmentos de raiz e os métodos de criopreservacao utilizados variaram de acordo com a
espécie e a origem das raizes utilizadas. Raizes excisadas de plantas crescidas in vitro
foram criopreservadas nas espécies Cleome rosea, Hypericum perforatum, Passiflora
pohlii, Solanum tuberosum, Vanilla planifolia, através dos métodos de vitrificacdo,
vitrificacdo em goticulas, V-crio-placa e utilizagdo de crioprotetores seguida de
congelamento. As raizes originarias de culturas in vitro de raizes adventicias foram

criopreservadas para as espécies Hyoscyamus niger (vitrificacdo), Panax ginseng
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(vitrificacdo e vitrificacgho em goticulas) e Tarenaya rosea (encapsulamento-

vitrificacao).

As raizes originarias de raizes em cabeleira, induzidas ap0s a transformacao do
explante com Agrobacterium rhyzogenes foram utilizadas no maior nimero de artigos
cientificos (19) e foram criopreservadas predominando os métodos de vitrificacdo em
goticulas (Fagopyrum tataricum, Nepeta cataria, Phytolacca esculenta, Rubia akane,
Scrophularia buergeriana); encapsulamento-vitrificacdo (Astralagus membranaceus,
Eruca sativa, Gentiana macrophyla); encapsulamento-desidratagédo (Ajuga reptance,
Armoracia rusticana, Decalepis arayalpathra, Maesa lanceolata, Medicago truncatula,
Vinca minor), vitrificacdo (Atropa belladonna, Decalepis arayalpathra, Maesa
lanceolata, Medicago truncatula, Panax ginseng); apenas em 3 artigos é relatado o uso
do freezer programéavel (Artemisia annua, Beta vulgaris, Nicotiana rustica). Portanto,
0s métodos de vitrificacdo e suas variagfes foram os utilizados na maioria dos casos e 0
menos utilizado foi o freezer programavel, que é o método mais caro. E importante
ressaltar que o método mais simples representado pelo encapsulamento-desidratagéo foi
utilizado em apenas 6 espécies.

Os autores constataram que os métodos de encapsulamento-desidratacéo,
encapsulamento-vitrificacdo e vitrificagdo em goticulas foram os mais eficazes na
preservacdo de raizes e que o encapsulamento em alginato protege as pontas das raizes
contra os danos mecanicos e osmoticos, que podem prejudicar o crescimento posterior
no meio de cultura, apds o descongelamento. Outro fato importante mencionado é que a
vitrificagdo em goticulas permite o contato mais eficiente do explante com a solugéo de
vitrificacdo, tornando mais rapido o resfriamento e o aquecimento, etapas que sdo
criticas para materiais vegetais mais hidratados e sensiveis a perda de agua por
processos osmaticos como as raizes. Relatam ainda que para as raizes as etapas de pre-
cultura e osmoprotecdo, com solugbes concentradas de sacarose ou sorbitol sdo as
etapas mais criticas no processo de criopreservacdo das raizes, uma vez que a

desidratacdo osmotica pode danificar os tecidos sensiveis das pontas das raizes.

4.3.7 Meristema apical
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No periodico Cryoletters ndo foram encontrados artigos sobre criopreservagéo

de meristemas apicais.

No artigo publicado por Maslanka e Szewczyk (2021) e citado na Tabela 1 os
meristemas apicais de Tulipa tarda foram criopreservados através de vitrificagdo em
goticulas sobre papel_aluminio. Os meristemas foram excisados de bulbilhos e imersos
em solucdo contendo 2 M de glicerol e 0,4 M de sacarose por 20 min em temperatura
ambiente e em seguida os meristemas foram imersos em solucéo de PVS2 contendo 0,4
M de sacarose, 30% de glicerol, 15% de etileno glicol e 15% de DMSO a 0°C, por
periodos de 10, 20, 30, 45 e 60 min e em seguida foram colocados sobre tiras de papel
aluminio de 20 mm x 5 mm, em uma gota da solucéo de PVS2. As tiras foram imersas
diretamente no nitrogénio liquido e rapidamente transferidas para criotubos contendo o
nitrogénio liquido, que foram entdo imersos no nitrogénio liquido por 1 h. ApGs esse
periodo, os criotubos foram removidos no nitrogénio liquido e o0s meristemas
transferidos para uma solugdo contendo 1,2 M sacarose (solucdo de descarregamento),
em temperatura ambiente, por 15 min. Os meristemas foram entdo transferidos para
papel filtro, para remocéo do excesso da solucdo de carregamento e inoculados em meio

de cultura.

Nesse protocolo os autores relatam que metade dos bulbos foi submetido a um
tratamento a frio a 5°C por 10 semanas, antes da exposicdo dos apices a solucdo de
carregamento e a solucdo de vitrificacdo. Esse tratamento a frio melhorou
significativamente as taxas de sobrevivéncia ao nitrogénio liquido e a recuperacdo da
maioria dos meristemas apicais., 0 que mostra que em muitos casos a inser¢do de outros
tratamentos ao protocolo do metodo padrdo de criopreservagdo pode otimizar o

processo.

4.3.8 Gemas de rizomas, gemas adventicias de folhas, gemas axilares de segmentos

de caule

Vaérios protocolos foram utilizados nos artigos do periédico PCTOC, citados na
Tabela 1, nos estudos sobre a criopreservacdo de gemas e esses protocolos variaram,
dependendo da origem inicial das gemas.
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Gemas de rizomas de Asparagus officinalis foram criopreservadas atraves do
método de encapsulamento—desidratacdo. O artigo publicado por Carmona-Martin et al.
(2018) no periodico Plant Cell Tissue and Organ Culture, as gemas esterilizadas foram
incubadas em meio de cultura suplementado com 0,3 M de sacarose, a 25°C, por 24 e
48 horas e em seguida encapsuladas em solucdo contendo alginato a 3%, 0,4 M de
sacarose e 2 M glicerol, polimerizadas em solucdo de 100 mM de cloreto de calcio
contendo 0,4 M de sacarose e 2 M de glicerol, por 30 min. As céapsulas foram
dessecadas por 24 h em um frasco de 1000 ml contendo 100 g de silica gel, cobertas
com papel filtro, até atingirem conteddo de agua de 35% da massa fresca. Em seguida
foram transferidas para criotubos, pré-congeladas por 1 h a 0°C, exposicao por 1 h a -
20°C e imersas em nitrogénio liquido. Ap6s a criopreservacdo as gemas foram
descongeladas e re- hidratadas em 4&gua destilada, em temperatura ambiente

(descongelamento lento) e inoculadas no meio de cultura.

Nesse método as gemas de aspargos foram desidratadas primeiramente na
solucdo 0,3 M de sacarose, antes do encapsulamento e em seguida submetidas a nova
desidratacdo ao ar sobre em silica gel, o que foi suficiente para reduzir o teor de agua e
resistirem a imersdo em nitrogénio liquido. Esse protocolo s6 aparece em um dos
artigos de criopreservacdo, mas € importante por ser relativamente simples, barato e
menos trabalhoso. O encapsulamento em alginato tem a funcdo de impedir o contato
direto dos tecidos da gema com a solugdo de vitrificacdo, que é muito toxica
(ENGELMANN E DUSSERT 2013).

As gemas adventicias de folhas de Vaccinium corymbosum (mirtilo) foram
criopreservadas por Chen et al. (2018), pelo método de vitrificacdo em goticulas
(Tabela 1). As gemas adventicias induzidas por organogénese direta em segmentos de
folhas foram removidas, através da exicsao de pequenos segmentos de folhas de 2 mm x
3 mm, contendo de 4-6 gemas adventicias cada, que foram pre-cultivados em meio de
cultura WPM contendo 0,3 M de sacarose, por 24 h, tratados, por 30 minutos, com a
solugéo de carregamento, contendo 1M de sacarose e 2 M de glicerol e imersos na
solucgéo de vitrificacdo PVS2, por 40 min a 0°C. Em seguida, cada pequeno pedago de
folha desidratado foi transferido para tiras de papel aluminio de 30 mm esterilizadas,
contendo cada uma 10 buracos pequenos, cada um deles contendo um segmento de

folhas, foram cobertos com gotas da solucdo de PVS2 e em seguida as tiras de papel
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aluminio foram imersas no nitrogénio liquido, por pelo menos 10 min. As tiras de papel
aluminio congeladas foram removidas no nitrogénio liquido e imersas na solucdo de
descarregamento, contendo meio de cultura WPM, 1,2 M de sacarose, em temperatura

ambiente, por 20 min (descongelamento lento).

As gemas adventicias de segmentos de folhas (clusters de 6-8 gemas/segmento
de folha) de Lotus tenuis foram criopreservadas por Espasadin et al. (2018), através dos
métodos de encapsulamento—desidratacdo, encapsulamento-vitrificagdo e por
vitrificagdo e a eficcia dos 3 métodos foi comparada no artigo cientifico.

No método de encapsulamento-desidratacdo segmentos de folhas contendo de 6-
8 gemas adventicias foram encapsulados em solu¢do de meio MS contendo 3 % de
alginato de sodio e 0,1 M de sacarose e polimerizadas em solucdo 0,1 M de cloreto de
calcio, por 20 min. Em seguida as capsulas foram desidratadas osmoticamente, em
solucdes de sacarose variando de 0.25 M a 0,75 M, mantidas em agitador horizontal por
24 h e depois foram colocadas sobre papel filtro, no fluxo laminar ou dentro de um
dessecador contendo silica gel, em temperatura ambiente, até o teor de agua diminuir
para 20%, por periodo de 4 a 6 h. As gemas desidratadas foram transferidas para os
criotubos e imersas no nitrogénio liquido por 48 h, apds o que os criotubos foram
transferidos para banho maria a 40°C, por 3 min (descongelamento rapido) e as gemas
removidas para meio de cultura MS contendo 0,1 M de sacarose. Nesse protocolo as
capsulas de alginato de calcio contendo os segmentos de folhas com as gemas
adventicias foram desidratadas nas solucGes de sacarose e em seguida no fluxo laminar

ou no dessecador, contendo silica gel antes da imers&o no nitrogénio liquido.

No encapsulamento-vitrificagdo as capsulas de alginato de célcio contendo as
gemas foram transferidas para uma solucédo de vitrificagdo PVS3, por 60 min e imersas
em nitrogénio liquido, por 48 h, ap6s o que foram submetidas ao descongelamento
rapido em banho maria, a por 40°C, por 3 min e lavadas em meio de cultura MS

contendo 1,2 M de sacarose, antes da inoculagdo no meio de cultura.

No método de vitrificacdo, 0os segmentos ndo encapsulados de folhas contendo
as gemas foram desidratados através da imersdo direta na solugdo de carregamento,
contendo meio de cultura MS com 2 M de glicerol e 0, 4 M de sacarose, por 25 min em
temperatura ambiente, em criotubos de 5 ml. Em seguida foram expostos a vitrificagdo

em solucdes com diferentes propor¢cdes de DMSO, glicerol, etileno glicol e sacarose
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(PVS2, PVS3 e PVS4, a 0°C por 1 h e depois imersos no nitrogénio liquido, por 48 h e
descongelados rapidamente em banho maria, por 3 min. Em seguida as gemas foram
removidas da solucdo de PVS2 e transferidas para a solugdo de descarregamento de 1,2
M de sacarose em meio MS, por 30 min, em temperatura ambiente, ap6s o que foram
secas superficialmente sobre papel filtro, no fluxo laminar e inoculados em meio de

cultura.

Entre os 3 métodos testados a vitrificacdo foi o protocolo mais eficiente no
sentido de conferir a toleréncia a criopreservacdo do que os demais tratamentos. O
encapsulamento-desidratacdo foi efetivo em decrescer o teor de dgua para 16,3%, apds
4 h de desidratacdo em fluxo laminar, enquanto a reducdo do teor de 4gua foi menor nas
capsulas expostas a desidratacdo em silica gel, pois permaneceram com 24,7% de teor
de &gua, apos 6 h de desidratacdo. Apesar de mais de 85% das gemas sobreviverem aos
dois métodos de desidratacdo, ndo sobreviveram ao nitrogénio liquido, enquanto as
capsulas que foram imersas na solucdo de PVS3 (encapsulamento-vitrificacao)
sobreviveram a crioprotecdo, mas ndo toleraram a exposic¢do ao nitrogénio liquido. Em
contrapartida, alguns dos tratamentos de vitrificacdo das gemas ndo encapsuladas
asseguraram até 79% de sobrevivéncia ao nitrogénio liquido, com a solu¢do de PVS3
(50% glicerol, 50% sacarose), a solucdo mais simples utilizada. Esses resultados
mostraram que a crioprotecdo das gemas submetidas a vitrificacdo direta, sem a barreira
representada pela capsula de alginato foi 0 método mais eficiente, por facilitar o contato
direto das gemas com as altas concentragdes de glicerol e sacarose, assegurar uma
penetracdo mais eficiente desses compostos pelas células e tornar as velocidades de

congelamento e descongelamento mais rapidas, dificultando a formacéo de gelo.

A criopreservacgdo de gemas axilares de segmentos de caule de Ribes nigrum foi
realizada por Rantala et al. (2019), através do congelamento lento, em freezer
programavel (Tabela 1) Segmentos de ramos (2 cm de comprimento) contendo uma
gema axilar foram colocados em 1,8 ml criotubos fechados e armazenados em
criocaixas a 0°C de um dia para outro. Em seguida, os criotubos foram resfriados de 0 a
-38°C em um freezer programavel na taxa de 0,17 C/min. Os criotubos foram mantidos
a -38°C, por 40 min antes da imersdo em nitrogénio liquido, apds o que as gemas foram

descongeladas em banho maria a 37°C, por 3 min, esterilizadas superficialmente em
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etanol 70% por 20 s e rapidamente imersas em etanol puro, antes de serem transferidas

para 0 meio de cultura.

Consideragdes especiais com relacdo a criopreservacdo de gemas de plantas
lenhosas foram relatadas na reviséo escrita por Tanner et al. (2021) e citada na Tabela 1.
Nessa revisdo, sobre a implementacdo em larga escala de criopreservacdo de gemas
dormentes, os autores mencionam que a eficacia da criopreservacdo de gemas
dormentes de arvores tem sido observada em vérias espécies lenhosas deciduas como
améndoa, nozes, carvalho, macieira, apricot, videira, pera, péssego, cereja, mirtilo,
amoreira e em muitas outras espécies de plantas lenhosas, apresentando algumas
vantagens, pois as gemas sdo obtidas diretamente do campo e ndo dependem das
técnicas de cultura de tecidos para serem geradas, introduzidas in vitro e multiplicadas.
Afirmam que, além disso os custos da aplicacdo de técnicas de criopreservacdo de
gemas dormentes é dez vezes menor que a criopreservacao de pontas de ramos de
culturas in vitro e que estudos tem demonstrado que, quando se compara a
criopreservacdo de germoplasma de maca, usando gemas dormentes da planta com a
criopreservacdo de pontas de ramos produzidos in vitro tendo sido observado que a
criopreservacdo de gemas dormentes ocupa apenas 40% do tempo e 50% da mao de

obra necessaria para a criopreservacao de pontas de ramos produzidos in vitro.

Na Cryoletters os artigos encontrados e citados na Tabela 2 foram sobre
criopreservacdo de gemas axilares de Clitoria ternatea por encapsulamento-
desidratacdo (NAIR et al. 2019), de Cannabis sativa, por V crioplaca e vitrificagdo em
goticulas (LATA et al. 2019), Ipomoea batatas, por vitrificacgdo (MANAMELA E
MYCOK 2019) e Mallus x domestica por imersdo direta em nitrogénio liquido
(VOGIATZI et al. (2018).

4.3.9 Pontas de ramos

Pontas de ramos sdo explantes que incluem a gema apical e primordios foliares
cujo numero pode variar dependendo do explante. Na criopreservacdo de pontas de
ramos foi utilizado o método de encapsulamento-desidratacdo no artigo sobre

Chrysanthemum x grandiflorum (KULUS et al. 2019) e essa técnica é mencionada
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também na revisao sobre arvores de importancia medicinal (ARORA et al. 2022). O
método de vitrificacdo, em seus diferentes protocolos, foi utilizado na maioria dos
artigos cientificos publicados no periodo 2018-2022 e essa técnica é comparada com 0s

métodos de encapsulamento-desidratacdo na revisao de Bettoni et al. (2021).

Bettoni et al. (2021) afirmam que atualmente a criopreservacdo de pontas de
ramos € realizada, na maioria dos casos, através da vitrificacdo, em que a agua é
removida de dentro das células por processo osmético, através de solucdes altamente
concentradas, incluindo a vitrificagdo em goticulas, encapsulamento-vitrificacao,
encapsulamento-desdiratacdo, protocolo de congelamento em duas etapas, vitrificacdo
em crioplacas e desidratacdo em crioplacas. As solucdes de vitrificacdo mais utilizadas
foram a PVS2 (SAKAI et al. 1990) contendo 30% de glicerol, 15% de etileno glicol,
15% de dimetilsulféxido (DMSO) e 0,4 M de sacarose ou a PVS3, contendo 50% de

sacarose e 50% de glicerol, utilizada quando os tecidos sdo sensiveis ao PVS2.

Na revisdo recente de Wang et al. (2021) os autores apontam que varios bancos
de criopreservacdo de germoplasma oficiais espalhados pelo mundo utilizam as técnicas
de vitrificacdo em goticulas, V crioplaca (Vitrificacdo em crio-placa) e D-crio-placa
(desidratacdo em crio-placa), para criopreservar pontas de ramos. S&o citados bancos de
germoplasma institucionais na Coréia (Allium sativum, A. aggregatum, A.
macrostemon), Republica Tcheca (A. sativum), Estados Unidos (Citrus spp., Fortunella
spp., Fragaria spp., Microcitrus astralasica, Musa spp., Poncirus trifoliata), Nigeria
(Dioscorea spp. Manihot esculenta, Petunia hybrida), Finlandia (Fragaria spp.), China
(Helianthus tuberosus, Ipomoea batatas, Lilium spp., Musa spp., Petunia hybrida),
Colémbia (Manihot esculenta), Bélgica (Musa spp.). Segundo Wang et al. (2021), o
método de vitrificagdo em goticulas é atualmente o método mais utilizado para
criopreservar germoplasma vegetal em bancos e tem sido usado para criopreservar tanto

especies lenhosas como herbaceas.

Abaixo seguem alguns protocolos mais detalhados utilizados para a
criopreservacao de pontas de ramos encontrados nos artigos cientificos publicados no
periodo 2018-2022.

4.3.9.1 Encapsulamento-desidratacao
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Pontas de ramos Chrysanthemum x grandiflorum (2 mm de comprimento,
contendo dois primordios foliares e duas folhas jovens) foram criopreservadas por
Kulus et al. (2019), através do método de encapsulamento-desidratagdo, como indica a
Tabela 1. Os explantes foram mantidos por duas semanas em meio de cultura contendo
0,09 M de sacarose e 10 uM de &cido abscisico, encapsulados em alginato de célcio 3%.
As capsulas foram, expostas, por 4 dias a desidratacdo osmética, em gradiente crescente
de sacarose variando de 0,25 a 1 M, seguida de 3 h de dessecacéo ao ar livre, sob jato de
ar esterilizado, o que reduziu para 40% a massa fresca do explante em relacdo a massa
fresca inicial e depois foram transferidas para o nitrogénio liquido, submetidas ao
descongelamento e transferidas para o meio de cultura. Nesse protocolo o pré-
tratamento em sacarose, por duas semanas teve um efeito indutor de desidratacéo pela
sacarose e a aplicacdo de ABA pode ter tido o efeito de também promover o acimulo de
solutos e/ou induzir a protecdo a desidratacdo mais intensa, quando as capsulas foram
expostas a desidratacdo em solu¢Bes mais concentradas de sacarose e em seguida a
desidratracdo sob jato de ar estéril.

No periddico Cryoletters, o artigo citado na Tabela 2 relata que o método de
encapsulamento-desidratacdo que foi utilizado para criopreservar pontas de ramos de
Lamprocapnos spectabilis (Kulus 2021). Esse método foi o menos frequente entre os
protocolos de criopreservacdo de pontas de ramos. Bettoni et al. (2021) relatam que no
método de encpasulamento-desidratacdo a dgua € removida das pontas de ramos por
desidratacdo osmdtica e fisica e os explantes sdo encapsulados em alginato para garantir
um processo gradual e controlado da desidratacdo. De acordo com esses autores esse
método pode ser combinado com a vitrificacdo, é o protocolo de encapsulamento-
vitrificacdo, em que as pontas de ramos encapsuladas em alginato sdo desidratadas

através da solucéo de vitrificagdo PVS2 ou PVS3.

4.3.9.2 Vitrificacéo

Pontas de ramos adventicios (1,5 — 2 mm com 2-3 primoérdios foliares),

originados a partir de gemas axilares de Chrysanthemum morifolium foram
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criopreservados por Su et al. (2022) através da vitrificacao classica, como indicado na
Tabela 1. Grupos de ramos adventicios originados de gemas axilares foram mantidos a
4°C em refrigerador por 0-7 dias, em seguida foram pré-cultivados em meio MS com
0,4 M sacarose por 3 dias, imersos em solucéo de carregamento (MS contendo 0,4 M de
sacarose e 2 M glicerol, por 20 min a 0°C, desidratados com PVS2 a 0°C, por 1 hora e
imersdo em nitrogénio liquido, por pelo menos 1 h. Em seguida foram reaquecidos em
banho maria a 39°C por 2 min, imersos em meio MS contendo 1,2 M de sacarose, por

20 min em temperatura ambiente.

No periodico Cryoletters o método de vitrificacdo foi utilizado para
criopreservar pontas de ramos de Valeriana jatamansi (SHARMA et al. 2021),
Dioscorea prazeri (também pelo método de encapsulamento-vitrificacdo
(THANKAPPAN E MORAWALA-PATEL 2020), Cleome spinosa (VILARDO et al.
2019) e Mentha spp. (SENULA et al. 2018), artigos citados na Tabela 2.

4.3.9.3 Vitrificacdo em goticulas de pontas de ramos sobre tiras de papel aluminio

O’Brien et al. (2021), artigo indicado na Tabela 1, criopreservaram pontas de
ramos apicais de Persea americana (1,5 x 1,5 mm contendo 2 primoérdios foliares
intactos e a gema apical), através do método de vitrificacdo em goticulas sobre papel
aluminio. Os explantes foram transferidos para uma solucéo de carregamento, contendo
2 M glicerol e 4 M sacarose por 20 minutos, em temperatura ambiente e em seguida, a
solucgéo foi substituida por solucdo a 0°C de crioprotetores PVS2 (30% glicerol, 15%
DMSO, 15% etileno glicol e 0,4 M de sacarose ou solugdo VSL (20% glicerol, 10 %
DMSO, 30% etileno glicol, 5% sacarose e 10 mM de cloreto de calcio), nas quais
permaneceram por periodos de incubacgéo variando de 0 a 40 minutos. Em seguida, 5
min antes de expirar o tempo de incubacdo) as pontas de ramos foram removidas e
colocadas sobre tiras de papel aluminio (0,8 cm de largura x 3 cm de comprimento,
esterilizadas e resfriadas), em gotas contendo as solucbes de PVS2 ou de VSL. Essas
tiras foram colocadas em placas de Petri, mantidas em baixa temperatura, sobre gelo e
em seguida transferidas para criotubos de 1,8 ml pré-resfriados em NL, que foram entdo

imersos no nitrogénio liquido. Ap6s 30 minutos, as pontas de ramos foram removidas,
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imersas por 20 min na solucdo de descarregamento, descongelamento lento, em
temperatura ambiente, para eliminar resquicios das solucGes de crioprotetores e

inoculadas em meio de cultura.

Nesse protocolo, portanto, os explantes ndo foram encapsulados e observa-se no
artigo cientifico que foram inicialmente mantidos na solucdo contendo glicerol e
sacarose, gque teve a funcdo de induzir uma desidratacdo osmatica e osmoprotecdo, antes
da exposicédo as solugdes de vitrificacdo. A vitrificacdo em goticulas foi utilizada para
criopreservar Actinidia chinenesis var. chinensis (MATHEW et al. 2019); Actinidia spp.
(PATHIRANA et al. 2021)), Ipomoea batata (VOLLMER et al. 2019), Allium cepa
var. aggregatum (WANG et al. 2020; WANG et al. 2021), Cirsium hillii (Bl et al.
2021) ameagada de extingdo, Ribes nigrum (RANTALA et al. 2021), Physalis angulata
(ROMO-PAZ et al. 2021), Gentiana kurroo (SHARMA et al. 2021), artigos indicados

na Tabela 1.

Pontas de ramos de Dracocephalum austriacum ameacada de extingcdo foram
criopreservadas através do método de vitrificacdo em goticulas (RAS et al. 2020), artigo
citado na Tabela 1. As pontas de ramos foram cultivadas em meio MS contendo 0,3 M
de sacarose a 25C em placas de petri por 16-19 horas, ap6s o que foram transferidas por
solugdo de carregamento contendo 2 M glicerol e 0,4 M sacarose, por 20 min. Em
seguida os explantes foram imersos em 3 ml de solucdo PVS3 (50% sacarose, 50%
glicerol) por 2 h e transferidos para gotas de 4 pl de solucdo PVS3, colocadas sobre
tiras de papel aluminio esterilizadas. Em seguida, as tiras contendo os explantes foram
colocadas em criotubos que foram fechados e colocados no nitrogénio liquido, por 1
hora. Apos esse periodo os criotubos foram descongelados em banho maria a 40°C, por
aproximadamente 30 segundos, as tiras foram removidas e as pontas de ramos lavadas
com 6 m de solucdo 1,2 M de sacarose por 20 min, em temperatura ambiente e
transferidas para o meio de cultura. Nesse protocolo observa-se que a solugdo PVS3
contendo apenas sacarose e glicerol foi utilizada, pois muitos materiais vegetais sao

sensiveis a alguns componentes da solugdo PVS2 como o etileno glicol e 0 DMSO.

Delgado-Aceves et al. (2022), artigo indicado na Tabela 1, criopreservaram
pontas de ramos de Agave peacockii, contendo um domo meristeméatico com um
primordio foliar (1 mm de comprimento x 1 mm de largura. As pontas de ramos foram

transferidas para meio de cultura contendo 0,3 M de sacarose por 3 h, em seguida
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tratados com uma solucéo de carregamento com 0,4 M de sacarose e 1,6 M de glicerol
por 20 min. Em seguida as pontas de ramos foram imersas na solucdo de PVS2, para
desidratacdo osmotica, por 15 minutos e transferidas para as goticulas de PVS2
depositadas sobre as tiras de papel aluminio de 0,5 x 2 cm, que foram colocadas nos
criotubos de 2 ml contendo nitrogénio liquido. Os criotubos permaneceram em
nitrogénio liquido por 30 min, em seguida as tiras de papel aluminio foram removidas e
imersas em solucéo contendo 1,2 M de sacarose, por 20 min e inoculadas em meio de
cultura. Nesse protocolo de vitrificagdo em goticulas, novamente foi utilizada a
osmoprotecdo na solucdo de carregamento contendo sacarose e glicerol, seguida da

desidratacdo osmotica e vitrificagdo na solucdo de PVS2.

No periddico Cryoletters o método de vitrificagcdo em goticulas foi utilizado para
criopreservar Vvérias espécies importantes como Pogostemon yatabeanus, espécie
aquatica ameacada de extincdo (LEE et al. 2021), Quercus sp. (PENSE E CHAIKEN
2020), Vitis sp. Vitis aestivalis, Vitis jacquemontii (BETTONI et al. 2019), VOLK et al.
2018), Aster altaicus var. uchiyamae kitam (CHOI et al. 2019), Tussilago farfara
(HAMBECK et al. 2019) e Artemisia laciniata (KODYM et al. 2018), artigos

mencionados na Tabela 2.

4.3.9.4 Encapsulamento-vitrificagéo

Pontas de ramos de Lamprocapnos spectabilis foram criopreservadas por Kulus
e Tymoszuk (2021), artigo citado na Tabela 1, atraves do método de encapsulamento-
vitrificacdo. As pontas de ramos foram mantidas em solucéo de alginato de sodio a 3%
contendo 9% de sacarose e as capsulas foram produzidas ap6s a imersao em CaCl, 0,1
M, por 30 min. As capsulas foram imersas em solucdo 2 M de glicerol e 0,4 M de
sacarose por 20 min, procedimento de osmoprotecdo. Em seguida os explantes foram
desidratados na solucgéo de vitrificagdo PVS3 (50% glicerol e 50% sacarose) por 150
min., apos o que as capsulas de alginato foram transferidas para os criotubos, imersas
em PVS3 e transferidas para o nitrogénio liquido, de um dia para o outro, e em seguida
removidas, transferidas para banho maria a 40°C (descongelamento rapido), por 3 min e

em seguida inoculadas em meio de cultura. Nesse protocolo verifica-se que os explantes
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foram encapsulados em alginato de sodio contendo 9% de sacarose, 0 que contribuiu
para induzir algum nivel de desidratacdo osmdtica, assim como o procedimento de
osmoprotecdo e de desidratacdo adicional na solucdo de vitrificacdo. Esse método
também foi mencionado na revisdo sobre criopreservacdo de arvores de importancia
medicinal (ARORA et al. 2022).

4.3.9.5 V-crioplaca (Desidratacdo em crio-placas em solucgéao de vitrificacao)

Pontas de ramos de Hovenia dulcis foram criopreservadas através do método de
vitrificacdo em crioplacas (V crioplaca) (SAAVEDRA et al. 2021). Segmentos apicais
(1-2 cm de comprimento) passaram por pre-tratamento em meio de cultura contendo 0.3
M de sacarose por 24 horas. Em seguida foram colocados nos compartimentos da crio-
placa de aluminio, cobertos com uma gota de 2 pl de meio de cultura suplementado com
alginato de sodio de baixa viscosidade a 3% e 0,09 M e sacarose. O meio contendo o
alginato de sodio foi polimerizado pela adicdo da solucdo de cloreto de célcio na
superficie da crio-placa. Depois de 15 min em temperatura ambiente, ap6s a completa

polimerizacdo do alginato, a solucdo de cloreto de calcio foi removida da crioplaca.

As pontas de ramos aderidas a crio-placa foram tratadas por 20 min em
temperatura ambiente, com a solucdo de carregamento, para a osmoprotecdo, contendo
meio MS suplementado com 2 M de glicerol e 0,4 M de sacarose e em seguida imersas
na solucdo de vitrificacdo PVS2 (30% glicerol, 15% DMSO, 15% etileno glicol e 0,4 M
de sacarose em meio MS, onde permaneceram por periodos de 0 a 150 min. Em seguida
a crioplaca foi transferida para o criotubo sem tampa, de 2 ml, contendo nitrogénio
liquido e o criotubo mantido no nitrogénio liquido. Apds 15 min as crio-placas foram
transferidas para a solucdo de descarregamento contendo meio MS e 1,2 M de sacarose,
em temperatura ambiente (descongelamento lento), por 15 min, sendo entdo as pontas
de ramos removidas e transferidas para o meio de cultura. Esse método foi utilizado

também a criopreservacdo de pontas de ramos de Passiflora suberosa.

Na Cryoletters 0 método V-crio-placa foi utilizado para criopreservar pontas de
ramos de Vitis aestivalis, Vitis jacquemontii (BETTONI et al. 2019) e de Cleome
spinosa (VILARDO et al. 2019), artigos indicados na Tabela 2.
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4.3.9.6 D-crioplaca (Desidratacéo em crioplacas no fluxo laminar)

Esse método foi adotado em apenas um artigo cientifico do periédico PCTOC e

ndo foi utilizado em nenhum dos artigos da Cryoletters.

Tanaka et al. (2021) cropeservaram pontas de ramos de Allium sativum através
do método de desidratacdo em crio-placas, no fluxo laminar (D crioplaca). Pontas de
ramos (2 cm de comprimento) foram pré-cultivadas em meio de cultura contendo 0.3 M
de sacarose por dias a 25°C e em seguida transferidas para os compartimentos (2,5 mm
de diametro) de crio-placas de aluminio (37 mm x 7 mm). Em cada compartimento foi
adicionada uma gota de solucdo de 3% de alginato e 0,4 M de sacarose e em seguida
gotas de solucao de cloreto de célcio a 0,1 M foram colocadas na superficie das crio-
placas, para polimerizacdo do alginato. Apds 15 min a solucdo de cloreto de célcio foi
removida e as pontas de ramos encapsuladas no alginato na crio-placa foram tratadas
com a solugédo 0,04 ou 1 M de sacarose e 0, 1 ou 2 M glicerol em meio de cultura MS,
por 30 min a 25°C, para a osmoprotecdo. Em seguida as crioplacas foram removidas da
solucdo de carregamento, submetidas a desidratacdo ao ar livre, no fluxo laminar por 0 a
240 min e transferidas para criotubos de 2 ml, com tampa para freezer a -80°C ou sem
tampa, para o nitrogénio liquido, por 60 min ou no deep freezer a -80°C, por 14 dias.
Em seguida, as crioplacas foram removidas e mergulhada numa placa de Petri contendo
meio de cultura suplementado com 1 M de sacarose, a 25 °C, por 30 min
(descongelamento lento), apds o que as pontas de ramos foram removidas das crio-
placas e transferidas para meio de cultura. O tempo 6timo de desidratacdo das pontas de

ramo no fluxo laminar foi de 30 a 180 min.

Nesse protocolo foi realizada a osmoprotecdo das pontas de ramos seguida da
desidratacédo das crio-placas contendo as pontas de ramos, ao ar livre, no fluxo laminar,

sem haver a necessidade da utilizacdo da solucdo de vitrificagéo.

4.3.10 Culturas embriogénicas
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No periodico Cryoletters ndo foram encontrados artigos sobre criopreservagao
de culturas embriogénicas no periodo (2018-2022). Os trabalhos relatados a seguir
foram encontrados apenas no peridédico PCTOC citados na Tabela 1.

Quatorze linhagens de culturas embriogénicas de Pinus radiata foram
criopreservadas por Lineros et al. (2018) através do pré-tratamento com 0,4 M de
sorbitol, por 48 horas mantidas em agitador orbital a 80 rpm e a 22°C e transferidas para
tratamentos crioprotetores, contendo solu¢bes com concentragcdes de 5% e 10% de
DMSO e 0,09M de prolina. Aliquotas de 1 ml da suspensdo foram colocadas em
criotubos de 2 ml, mantidas em freezer a -80 °C por 120 min e depois imersas em
nitrogénio liquido por 2-4 semanas. Apds esse periodo as amostradas criopreservadas
foram transferidas para banho maria a 37 °C por 1-2 min. Os criotubos com as amostras
foram desinfectados apds imersdo em etanol 70%, o conteddo removido em papel
friltro, no fluxo laminar e os tecidos embriogénicos transferidos para uma placa de Petri
contendo o meio de cultura de multiplicacdo. Os tratamentos crioprotetores com DMSO
foram eficientes para garantir ao redor de 60% de recuperacgéo e a concentracdo de 5%
de DMSO foi mais eficiente.

Culturas celulares embriogénicas de espécies ornamentais de Sterwatia spp.
foram criopreservadas (GLADFELTER et al. 2021) atraves da pré-cultura de tecidos
embriogénicos em meio de cultura liqguido WPM, contendo reguladores de crescimento.
Apdbs uma semana foram transferidos para frascos contendo 20 ml do mesmo meio
contendo 0,4 M de sorbitol, onde permaneceram de um dia para 0 outro e a seguir
mantidos a 4°C, por 30 min e depois transferidos para criotubos. O meio de cultura com
sorbitol foi substituido por 20 ml de meio de cultura contendo 0,4 M de sorbitol e 10%
de DMSO. As células foram misturadas na solucdo de DMSO e sorbitol e em seguida
1,8 ml da suspensao foi transferida para criotubos de 2 ml, que foram colocados a 1°C,
no container de congelamento e transferido para freezer a -80 °C, onde permaneceram
de um dia para o outro, quando os criotubos foram imersos em nitrogénio liquido. Apds
um ano os criotubos foram removidos para -80°C, por 1 hora e meia e depois colocados
em banho maria a 40°C, por 2 min (descongelamento rapido). Os agregados
embriogénicos foram removidos da solugdo do DMSO sobre papel filtro, no fluxo

laminar e transferidos para o meio de cultura.
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Tecidos embriogénicos originados a partir de sementes imaturas de Pinus
koraiensis foram criopreservados (Peng et al. 2021), através da cultura sobre papel
filtro, por 7 dias seguida da suspensdo em meio liquido suplementado com
concentragdes de sorbitol variando de 0,2 a 0,8 M de sorbitol por periodos de 9a 36 h a
25°C. Em seguida a suspenséo foi colocada sobre gelo e 0 DMSO foi adicionado em
concentragfes variando de 5 a 12,5%, para garantir a crioprote¢cdo. Apos 1,5 h os
tecidos embriogénicos foram transferidos para os criotubos resuspensos em 1,8 ml de
meio de cultura e transferidos para freezer a -80°C, até a temperatura do criotubo atingir
-80°C, quando entdo foram imersos em nitrogénio liquido. Apds 24 h foram transferidos
para banho maria a 37°C (descongelamento rapido) e para 0 meio de cultura. O DMSO
€ um crioprotetor muito utilizado, mas € toxico e pode causar alteracBes genéticas
epigenéticas nas células, portanto tem que ser usado na minima concentracdo que
possibilita a crioprotecdo e a menor toxicidade aos tecidos. As melhores concentracfes
de 0,4 M de sorbitol e de 10% DMSO garantiram a maior sobrevivéncia dos tecidos

embriogénicos.

Culturas embriogénicas de Bactris gasipaes foram criorpeservadas pelo método
de vitrificacdo em goticulas sobre tiras de papel aluminio (REE E GUERRA 2021) em
que as culturas foram transferidas para o meio liquido MS suplementado com 0,3 M de
sacarose por 1 h, imersas em meio contendo 0,6 M de sacarose por 1h e transferidas
para a solucdo de vitrificacdo PVS3, por periodos de 60 a 240min. Em seguida,
goticulas de solucdo de PVS3 foram colocadas sobre tiras de papel aluminio e em cada
gota foram colocadas culturas embriogénicas. As tiras foram imersas em nitrogénio
liqguido por 1 min, apés o que foram colocadas em 1,5 ml criotubos, que foram
transferidos para o nitrogénio liquido novamente. Apos a incubagdo em nitrogénio
liquido, os criotubos foram removidos, imersos em banho maria a 45°C, por 2 min e
incubados em meio de cultura MS contendo 1,2 M de sacarose, para descarregamento e
posterior inoculacdo em meio de cultura. A vitrificacdo em goticulas por 60 min na

solugédo PVS3 foi a mais eficiente.

Observa-se que os trés primeiros protocolos de criopreservacdo de culturas
embriogénicas utilizaram o sorbitol como pré-tratamento, para induzir a desidratacdo
osmotica, seguido da utilizagdo do DMSO como crioprotetor e transferéncia para
freezer -80°C antes da imersdo no nitrogénio liquido, protocolos mais simples do que o

utilizado para Bactris gasipaes, em que a sacarose € utilizada como pré-tratamento, nao
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foi utilizado o DMSO, mas sim a solugdo de vitrificagdo em goticulas sobre tiras de

papel aluminio.

4.3.11 Suspensoes celulares

No periodico Cryoletters ndo foram encontrados artigos sobre criopreservagédo
de suspensdes celulares no periodo (2018-2022). O trabalho relatado a seguir foi
publicado no periddico PCTOC e € indicado na Tabela 1.

Suspensdes celulares de Polyscias filicifolia, planta medicinal com atividade
anti-inflamatoria, foram criopreservadas Titova et al. (2021), pelo método do
congelamento controlado em freezer programavel, em que as células foram coletadas,
imersas em uma solucdo contendo 15% de glicerol e 10% de sacarose. A solugdo de
crioprotecdo contendo as células transferida para tubos de plastico de 0,5 ml, que foram
colocados em um freezer programéavel a -7°C por 20 min. Em seguida foi induzida a
cristalizacdo da solucdo e em seguida os tubos foram resfriados em taxa de 0,4C/min
para -35°C e transferidos para o nitrogénio liquido. Apds 5 anos, os tubos foram
removidos do nitrogénio liquido e reaquecidos a 20°C e as células transferidas para o

meio de cultura.

Nesse caso, foi utilizado o freezer programavel para induzir a desidratagcdo das
células, através do abaixamento lento e programado da temperatura. Esse método é
muito eficiente e aplicado quando os outros métodos de criopreservacao nao funcionam
devido ao alto teor de agua das células. No periddico Cryoletters ndo foram encontrados
artigos sobre criopreservacédo de culturas embriogénicas no periodo (2018-2022).

4.3.12 Calos

Calos de Picea abies, utilizados para desenvolver suspensfes celulares que
produzem lignina foram criopreservados atraves da técnica de vitrificagcdo por Viljamaa

et al. (2018), artigo citado na Tabela 1. Os calos foram pré-cultivados por 24 h em
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meio de cultura contento 0,2 M de sacarose e outras 24 h em meio contendo 0,4 M de
sacarose para induzir a desidratacdo. Em seguida pedacos de calos foram transferidos
para os criotubos contendo solucdo de carregamento (2 M de glicerol e 0,4 M de
sacarose), mantidos em temperatura ambiente por 20-25 min e transferidos para a
solucdo de PVS2 contendo 30% de glicerol, 15% etileno glicol, 15% de DMSO e 0,4 M
de sacarose, sobre gelo. Apos 60 foram transferidos para o nitrogénio liquido por pelo
menos 1 h. Em seguida os criotubos foram removidos e imersos em banho maria a
38°C, por 1,5 min, a a solucdo de PVS2 foi removida e os pedacos de calos transferidos
para 0 meio de cultura, apds passarem por solucBes sucessivas de descarregamento,
contendo 1,2 M; 0,4 M e 0,2 M de sacarose.

Na revisdo publicada por Arora et al. (2022) sobre &rvores medicinais os autores
ressaltam a importancia crescente da conservacao in vitro de varias espécies nas ultimas
duas décadas, salientando que nos Gltimos anos tem havido progresso nas aplicacdes de
técnicas de cultura de tecidos na conservacdo desses recursos genéticos, importantes
pela producdo de metabolitos secundarios de importancia medicinal. Os autores
apontam que entre 2005 e 2021 foram criopreservadas varias espécies utilizando-se
diferentes tipos de materiais vegetais e de protocolos de criopreservacao. Entre essas
espécies sdo citadas a Aesculus hippocastanum (calos embriogénicos, vitrificacdo),
Crateva nurvala (pontas de ramos axilares, vitrificacdo), Hancornia speciosa (pontas de
ramos, vitrificacdo e vitrificagdo em goticulas), Hovenia dulcis (pontas de ramos, V
crio-placa), Lepisanthes fruticosa (eixo embrionario, vitrificagdo e encapsulamento-
vitrificacdo), Melia azedarach (limonoide, pontas de meristemas, encapsulamento-
desidratacdo; embrides somaticos (encapsulamento-desidratacdo), Mimusops elengi
(eixo embrionarios, dessecacdo de sementes e criopreservacdo), Nothapodytes
nimmoniana (camptotecina, eixo embrionario com cotilédones (desidratagdo ao ar
livre), Parkia speciosa (pontas de ramos, encapsulamento-vitrificagdo; eixo de embrides
zigoticos, dessecacdo ou vitrificagio). E importante observar que pontas de ramos, calos
embriogénicos, eixos de embrides zigdtico e embrides somaticos foram os principais
materiais vegetais criopreservados, sendo muitos deles originados através das culturas

in vitro dessas espécies.
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4.4 ANALISE METRICA DOS ARTIGOS CIENTIFICOS PUBLICADOS NA
PCTOC E CRYOLETTERS NO PERIODO 2018-2022

Observa-se pela Tabela 3 que foram publicados no total 46 artigos cientificos na
PCTOC, sendo que o pico da producédo foi em 2021, com 26 trabalhos publicados sendo
5 deles revisdes. As 5 revisdes foram publicadas em 2021 e uma em 2022 e abordaram
0s seguintes temas: Tecnologias de criopreservacdo de pontas de ramos (BETTONI,
BONNART, VOLK 2021), criopreservacdo e bancos de germoplasma in vitro
(OCHATT et al. 2021), criopreservacdo de raizes e bancos de germoplasma in vitro
(POPOVA et al. 2021), criopreservacdo em larga escala de gemas dormentes de plantas
lenhosas (TANNER et al. 2021), criopreservacdo em propagulos derivados de culturas
in vitro (WANG et al. 2021) e criopreservacdo de espécies de arvores medicinais
(ARORA et al. 2022). E importante notar que apenas é possivel publicar revisdes
quando ja se dispde de volume consideravel de informacgdes sobre o tema e a publicagdo
das revisdes em questdo indicam a disponibilidade consideravel numero de artigos

cientificos sobre os topicos abordados.

Na Cryolleters foi publicado um nimero menor de artigos no periodo analisado
(31) e o pico da produgéo ocorreu em 2019-2020. Entre os 31 artigos publicados foram
encontradas duas revisdes: uma revisdo de Benson et al. (2018,) sobre a importancia da
tecnologia do encapsulamento em alginato para aprimorar a conservacao in vitro de
propagulos vegetais, tanto na criopreserva¢do como no armazenamento de germoplasma
sem congelamento e uma revisdo de Dinato et al. (2020) sobre a criopreservacao para

melhoramento genético de plantas e conservacao de recursos geneticos.

Tabela 3. Numero de artigos cientificos sobre criopreservacdo de plantas
publicados por ano nos periddicos Plant Cell Tissue and Organ Culture e Cryoletters no
periodo 2018-2022.

Ano PCTOC Cryoletters Total
2018 5 7 12
2019 7 10 17
2020 3 8 11
2021 26 5 31
2022 5 1 6

Total 46 31 77




50

Os dados da Tabela 4 indicam a quantidade de artigos publicados por pais nos
periodicos PCTOC e Cryoletters e mostram que na PCTOC o pais que liderou as
publicacdes foi a China (12 publicacdes), seguida dos EUA (5), Brasil (4) e india (3).
Na Cryoletters a india liderou as publicacdes (5), seguida dos EUA (4) e Brasil (4).
Observa-se que o total de trabalhos publicados em ambos os periddicos no periodo
2018-2022 a China liderou com 13 publicacdes, sequida de EUA (9), india (8) e Brasil
(8), indicando que o Brasil esta entre os paises que ocupam o segundo lugar depois da
China. Esses resultados indicam a relevancia dos resultados do Brasil na area de

criopreservacao de plantas.

Tabela 4. Numero total de artigos cientificos publicados por pais nos periddicos Plant

Cell Tissue and Organ Culture e Cryoletters no periodo 2018-2022.

Pais PCTOC Cryoletters Total

Alemanha
Argentina
Africa do Sul
Austria
Australia
Brasil
Canada
Chile
Cuba
China
Coréia
Dinamarca
Espanha
EUA
Finlandia
Franca
India
Japéo
México
Noruega
Nova Zelandia
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Peru 1 0 1
Poldnia 2 1 3
Republica Tcheca 1 0 1
Rassia 1 0 1
Tailandia 0 2 2
Turquia 1 0 1

Os dados da Tabela 5 mostram os nimeros de artigos publicados, para cada tipo
de utilizacdo da espécie estudada, indicam que no peridédico PCTOC as espécies de
importancia alimentar lideraram seguidas pelas espécies ornamentais. J& na Cryoletters
as espécies medicinais, seguidas das alimenticias e ameacadas de extin¢do foram as

mais estudadas.

Na PCTOC, entre as espécies estudadas 6 artigos foram sobre as que estdo
ameagcadas de extingdo: Dracocephalum austriacum (Austria), Cirsium hilli (Canada),
Gentiana kurroo (india), Pinus koraiensis (China), Polyscias filicifolia (Russia), Agave
peacockii (México). Na Cryoletters os artigos sobre espécies ameacadas de extincdo (8)
abordaram as seguintes espécies: Pogostemon yatabeanus (Coréia), Valeriana
jatamansi (india), Citrus cavaleriei (india), Syzygium maire (Nova Zelandia), Aquilaria
malaccensis (india), Aster altaicus (RUssia), Vanilla siamensis (Tailandia), Artemisia
laciniata (Austria). Predominaram entre as espécies importantes na alimentacdo as
frutiferas e as produtoras de rizomas, tubérculos e bulbos e entre as espécies
ornamentais de importancia econdmica predominando os estudos sobre 0s géneros

Paeonia, Dendrobium, Chrysantemum, Catlleya (Brasil), Sterwatia.

As especies florestais estudadas em ambos os periddicos foram gimnospermas
dos géneros Pinus, Picea, além de Bactris gasipaes (Brasil), Phoenix dactylifera
(Brasil) (PCTOC) e Calophyllum antillanum, Borassus flabellifer, Quercus sp.,

Syzygium maire, Aquilaria malaccensis e Elaeis guineensis (Cryoletters).

Entre as espécies de importancia medicinal predominaram os estudos sobre
Passiflora suberosa (Brasil), Sterwartia spp. Hovenia dulcis (Brasil), Gentiana kurroo,
Polyscias filicifolia, além de uma revisdo sobre as arvores de importancia medicinal
(PCTOC) e sobre Calophyllum antillanum, Cannabis sativa, Valeriana jatamansi,
Lamprocapnos spectabilis, Albemoschus moschatus, Clitoria ternatea, Cleome spinosa

(Brasil), Tussilago farfara, Artemisia laciniata, Mentha spp.
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Entre as espécies de importancia alimentar foram estudadas Citrus cavaleriei,
Dioscorea prazeri, Terammus labialis, Vitis aestivalis (Brasil), Vitis jacquemontii
(Brasil), Vanilla siamensis, Ipomoea batatas, Elaeis guineensis (Brasil), Malus x

domeéstica, Vitis sp. Zea mays.

Tabela 5. Numero de espécies estudadas, de acordo com a caracteristica, nos artigos
publicados nos periodicos Plant Cell Tissue and Organ Culture e Cryoletters no periodo
2018-2022.

Caracteristica PCTOC Cryoletters  Total
Ornamental 10 3 13
Medicinal 6 10 16
Alimenticia 17 8 25
Florestal 3 5 8
Forrageiras 1 1 2
Fibras 0 1 1
Ameacadas de extin¢do 5 9 14

Quando se considera os tipos de materiais vegetais utilizados para a
criopreservacao observa-se na Tabela 6 que em ambos os peridédicos 0 maior nimero de
artigos utilizou as pontas de ramos como explante, nos periédicos PCTOC (18 artigos) e
na Cryoletters (12 artigos) no periodo 2018-2022, seguido dos artigos que utilizaram
gemas (apicais, axilares, adventicias). Em menor nimero aparecem os artigos que
utilizaram pdlen, sementes, embrides zigoticos e somaticos, culturas embriogénicas,

suspensodes celulares e calos.

Tabela 6. Numero de artigos dos diferentes tipos de materiais vegetais criopreservados
gue foram estudados e publicados nos periodicos Plant Cell Tissue and Organ Culture e
Cryoletters no periodo 2018-2022.

Tipos de materiais vegetais PCTOC Cryoletters Total

Polen 3 3 6
Sementes 2 5 7
Embrides zigoticos 1 4 5
Embrides somaticos 0 1 1
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Protocormios 2 1 3
Gemas 6 5 11
Meristemas 1 0 1
Pontas de ramos 18 12 12
Culturas embriogénicas 4 0 4
Suspensoes celulares 1 0 1
Calos 1 0 1

A analise da Tabela 7 mostra os tipos de métodos utilizados na
criopreservacao nos artigos publicados nos periodicos PCTOC e Cryoletters no periodo
2018-2022. Verifica-se que em ambos 0s periddicos o protocolo mais utilizado foi o da
vitrificacdo em goticulas sendo 18 artigos do PCTOC e em 9 artigos da Cryoletters,
seguidos dos métodos de vitrificacdo classica, descrito em 9 e 8 artigos,
respectivamente. Aqui € importante ressaltar que os métodos utilizados variaram muito

com o tipo de explante.

Tabela 7. NUmero de artigos cientificos por tipo de método utilizado na
criopreservacdo de plantas publicados nos periddicos Plant Cell Tissue and Organ
Culture e Cryoletters no periodo 2018-2022.

Tipos de métodos PCTOC  Cryoletters Total
Imersdo direta em nitrogénio liquido 5 6 11
Desidratacao 3 7 10
Vitrificacdo 9 8 17
Vitrificacdo de goticulas 18 9 27
Encapsulamento-desidratacéao 4 5 9
Encapsulamento-vitirificagéo 2 2 4
V-crioplaca 3 3 6
D-crioplaca 1 0 1
Freezer programavel 2 0 2
Crioprotetores a -80°C 3 0 3

45 ARTIGOS CIENTIFICOS PUBLICADOS EM  PERIODICOS
CADASTRADOS NA SCIELO NO PERIODO 2018-2022

A Tabela 8 mostra a lista de artigos cientificos encontrados no periodo 2018-
2022 na Scielo, as instituicdes onde os trabalhos foram desenvolvidos, a espécies, 0
material vegetal utilizado e as referéncias. Foram publicados em periddicos nacionais

16 artigos cientificos.
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Os trabalhos foram desenvolvidos nas Universidades Federais e em Institutos de
Pesquisa como EMBRAPA, CENA/ESALQ/USP (Centro Nacional de Energia Nuclear)
e IETEC (Instituto de Educacdo Tecnoldgica de Minas Gerais). As universidades
federais envolvidas estdo localizadas em diferentes estados do nordeste, centro-oeste,

sudeste e sul.

Dos 15 artigos publicados observa-se que foram estudadas espécies de valor
econdémico como Eucalyptus grandis, Coffea arabica, Phaseolus lunatus, Musa
accuminata e Nicotiana tabacum, mas destacam-se também varias espécies nativas do
Brasil Hevea brasiliensis, Butia yatay, Astronium urundeuva, Pyrostegia venusta e
Vriesea reitzii, Cattleya labiata, Encyclia cordigera, Epidendrum ciliare algumas delas

ameagcadas de extingao.

Entre os 15 artigos predominaram os realizados com sementes (9) e embrides
zigdticos (4) seguidos de pontas de ramos (1) e rizomas (1). Entre os métodos utilizados
na criopreservacdo predominaram os métodos de vitrificacdo (8 artigos), seguida da
desidratacdo (7) e imersdo direta (1), isso pelo fato de ter predominado a utilizacdo de

sementes e embrides zigoticos.



Tabela 8. Alguns artigos cientificos produzidos no Brasil publicados em periddicos da plataforma SCIELO no periodo 2018-2022.
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Instituicdo

Espécie

Material vegetal

Método

Referéncia

Universidade
Federal de Santa
Catarina

Vriesea reitzii

Sementes

Imersdo direta

Montoya-Serrano et al. (2022)

Universidade Eucalyptus grandis Pontas de ramos de plantulas germinadas in vitro V-crio-placa Rafaeli et al. (2022)
Federal de Lavras

Universidade Astronium urundeuva Sementes Vitrificagdo Paula et al. (2022)
Estadual de

Londrina

Universidade Hevea brasiliensis EmbriGes zigbticos Vitrificagdo Carvalho et al. (2021)

Estadual de Ponta
Grossa

Universidade Coffea arabica L. Sementes Desidratacéo Figueiredo et al. (2021)
Federal de Resfriamento

LavrassEMBRAPA

Universidade Vriesea bahiana, Sementes Desidratacédo Simone et al. (2021)
Federal do Hohenbergia castellanosii,

Recbncavo da Encholirium spectabile

Bahia/EMBRAPA/

CENA

UNESP/Universida | Encyclia cordigera e Epidendrum Sementes Vitrificagdo Pereira et al. (2021)

de Federal da
Grande Dourados

ciliare

EMBRAPA/Univer
sidade Federal de
Pelotas

Butia yatay

Embrifes zygoticos

Desidratacdo

Vargas et al. (2020)

EMBRAPA

Pyrostegia venusta

Sementes

Desidratacdo

Salomdo et al. (2020)

Universidade
Estadual de
Londrina

Cattleya labiata

Sementes

Desidratacédo

Ferrari et al. (2020)

EMBRAPA/Univer
sidade Federal de

Cocos nucifera

Embrides zig6ticos (plimulas)

Vitrificacdo

Lédo et al. (2020)
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Sergipe

Universidade Phaseolus lunatus Sementes Desidratagdo Luciano et al. (2019)
Federal de Campina

Grande/IETEC MG

Universidade Epidendrum radicans e Arundina Sementes Vitrificagdo Paula et al. (2018)
Estadual de bambusifolia

Londrina

EMBRAPA/Univer | Cocos nucifera Embrides zigoticos Vitrificagdo Lédo et al. (2018)
sidade Federal de

Sergipe

EMBRAPA/Univer | Musa accuminata Rizomas produzidos in vitro Vitrificagdo Londe et al. (2018)

sidade Federal do
Ceara
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Na Tabela 9 séo apresentadas as teses e dissertacdes realizadas no Brasil no periodo
2018-2022. Foram encontradas 21 teses/dissertacfes sobre criopreservacdo produzidas
em varias universidades federais localizadas no sul, sudeste, centro-oeste e nordeste e as
espéecies estudadas, com raras excecdes, foram as espécies brasileiras. Em 2019
diminuiram os estudos referentes ao assunto comparados com 2018, assim como no ano
seguinte, mas em 2022 voltaram a ser desenvolvidos estudos referentes a
criopreservacdo. Também é possivel observar que em 2018 as instituicdes localizadas
na regido norte, nordeste e sudeste do Brasil intensificaram as pesquisas relacionadas a
criopreservacao comparados com outras regides do pais. Durante a pandemia, em 2020
houve uma queda brusca na producéo de teses e dissertacdes, decorrente do isolamento

e da restrigdo de recursos para a pesquisa.

Observa-se na Tabela 9 que as teses e dissertacdes desenvolvidas abordaram
varias espécies nativas ornamentais, frutiferas e medicinais. A criopreservacdo de
espéecies frutiferas tropicais, como o jenipapo e o cacau podem ter implicacOes
importantes para a agricultura e a seguranca alimentar. A protecdo dessas espécies em
bancos de germoplasma, para posterior utilizagdo em programas de melhoramento
genético também ¢é fundamental para desenvolver variedades com caracteristicas
agrondmicas importantes e auxiliar na producdo de mudas de genotipos superiores
selecionados.

O melhoramento genético, a propagacdo vegetativa e a conservacao de porta-
enxertos como o de Prunus avium, por exemplo, pode facilitar a producédo de mudas de
qualidade e o desenvolvimento de variedades resistentes a doencas e estresses
ambientais. Estudos realizados por Guterres (2022) sobre a manipulacdo de fatores
como a influéncia de diferentes espectros luminosos na recuperagdo de culturas
criopreservadas de Vriesea reitzii e na germinacdo de sementes pode fornecer
informagdes sobre os requisitos de cultivo dessas espécies e otimizar os métodos de
conservacao in vitro e de recuperacgéo das plantas.

Além disso, a exploracdo farmacoldgica de plantas, a investigacdo de aspectos
fitoquimicos e do potencial farmacoldgico, como no caso de Passiflora pohlii, Bauhinia
holophylla, Tabebuia roseoalba e Cybistax antisyphilitica podem abrir caminhos para a
descoberta de novos compostos bioativos e o desenvolvimento de novos medicamentos,
havendo a necessidade de ampliar os estudos sobre criopreservacdo de culturas de

células e suspensoes celulares produtoras de compostos de importancia medicinal.
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Tabela 9. Teses e dissertacdes realizadas no periodo 2018-2022 em instituices

brasileiras.

Instituicdo

Autor

Espécie

Universidade Estadual Paulista

Universidade Federal de Santa
Catarina
Universidade Federal de Alfenas

Universidade do Estado do Rio de

Janeiro

Universidade de Lavras
Universidade Federal de Santa
Catarina

Universidade Federal de Lavras

Universidade do Estado de Santa
Catarina

Universidade Federal de Sergipe
Universidade Federal de Sergipe

Universidade Federal de Pelotas
Instituto federal de educacéo,
ciéncia e tecnologia goiano
Universidade Federal de
Recbncavo da Bahia

Universidade do Estado do Mato
grosso

Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia
Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro

Universidade Federal de Sdo Jodo

Del-Rei.

Universidade Federal de Pelotas
Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia/EMBRAPA
Universidade Federal de Lavras
Universidade Federal de Lavras.

Pereira (2022)

Guterres (2022)

Giovana (2019)
Simao (2019)

Lopes (2019)
Ree (2019)

Carvalho (2019)
Souza (2019).

Nascimento (2018)
Santana (2018)

Gerhardt (2018)
Cabral (2018)

Silva (2018)

Barros (2018)

Santos (2018)
Generoso (2018)
Rezende (2018)

Rosa (2018)
Silva (2018)

Souza (2018)
Morais (2018)

Brassavola perrinii

Encyclia cordigera, Epidendrum
ciliare

Vriesea reitzii

Bowdichia Virgilioides
Passiflora pohlii

Nicotiana tabacum
Bactris gasipaes

Eucalyptus grandis, Eucalyptus
urophylla
Malus prunifolia

Genipa americana

Cocoa nucifera, Hancornia
speciosa

Prunus avium

Sapindus saponaria.

Alcantarea nahoumii, Vriesea
bahiana., Hohenbergia
castellanosii, Encholirium
spectabile.

Microdendrum urundeuva, P.
dubium, A. fraxinifolium, H.
impetiginosus.

Musa spp.

Passiflora edulis
Bauhinia holophylla

Prunus spp
Plassifora spp.

Genipa americana.
Tabebuia roseoalba, Cybistax
antisyphilitica
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A presente revisdo mostrou que no periodo 2018-2022 as espécies medicinais,
ornamentais, alimenticias e florestais foram estudadas, sendo varias delas ameacgadas de
extingdo. As pontas de ramos e a vitrificacdo em goticulas foram as estratégias mais
frequentes utilizadas para a criopreservacdo detectadas nos artigos cientificos. 1sso
porque as pontas de ramos sdo mais estaveis geneticamente e asseguram a fidelidade
genética do material vegetal, quando o objetivo € a producdo de mudas. A vitrificacdo
em goticulas de pontas de ramos tem sido usada com sucesso para o estabelecimento de
criobancos de varias espécies em diferentes partes do mundo (WANG et al., 2021).
Entretanto, outros tipos de materiais vegetais e métodos de criopreservacdo também
foram utilizados com sucesso e variaram de acordo com o objetivo do trabalho.

Considerando o cenario internacional, apesar do levantamento bibliografico no
periodo 2018-2022 ter sido realizado em apenas dois periddicos internacionais e
abrangendo o periodo da pandemia, foi possivel constatar que a diversidade de paises
que elaboraram pesquisas sobre a criopreservacdo confirma o amplo interesse mundial
por essa tecnologia, assim como os resultados positivos relatados nos diferentes artigos
cientificos, para as diversas espécies, confirmam a relevancia da criopreservacdo como
estratégia para a conservacao in vitro de germoplasma vegetal. Uma outra constatacao
que confirma o potencial dessa tecnologia sdo as varias revisfes recentes publicadas
sobre a criopreservacao de materiais vegetais especificos como pontas de ramos, raizes,
grdos de pdlen, gemas de plantas lenhosas além de revisdes abordando a
criopreservacao de arvores medicinais e bancos de germoplasma in vitro. Em varias
dessas revisdes foram compilados tanto resultados promissores, conduzidos com
dezenas de especies vegetais como os desafios em implementar as tecnologias de
criopreservacao para certos tipos de materiais vegetais.

O interesse de cientistas brasileiros pela aplicacdo dessa tecnologia para a
conservacao in vitro também foi constatado com as publicacfes de artigos cientificos,
no periodo 2018-2022, em ambos os periodicos internacionais analisados, em nuamero
equivalente aos publicados pela India e EUA. Os artigos publicados em ambos os
periodicos internacionais foram sobre Passiflora suberosa (VIANNA et al. 2019) em
cooperagdo da Universidade Estadual do Rio de Janeiro com a Franga; Phoenix

dactilifera (OLIVEIRA et al. 2021), em cooperacdo entre Universidade Federal de
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Sergipe, Embrapa e EUA; a espécie medicinal Hovenia dulcis (SAAVEDRA et al.
2021), desenvolvido na Universidade Estadual do Rio de Janeiro; Bactris gasipaes
nativa do Brasil, Ree e Guerra (2021) em cooperacdo da Universidade Federal de Santa
Catarina com a Italia; Vitis aestivalis e Vitis jacquemontii (BETTONI et al. 2019), em
cooperacdo BR/EUA; a espécie medicinal Cleome spinosa (VILARDO et al. 2019,
nativa do Brasil), Catlleya sp (FILETI et al. 2021, nativa do Brasil) e a revisdo de
perspectivas sobre a importancia da criopreservacdo de polen para a conservagdo de
germoplasma e melhoramento genético (DINATO et al. 2020), desenvolvidos no Brasil.
A colaboracdo internacional desempenha importante papel no intercambio das
tecnologias de criopreservacdo desenvolvidas.

O numero de publicacdes de autores brasileiros em periddicos nacionais no
periodo de 2018-2022 superou 0 nimero das publicacdes nos perioddicos internacionais.
Outra constatacdo importante foi que a maioria das teses e dissertacfes sobre
criopreservagdo e foram produzidas principalmente nas universidades federais
localizadas no sul, sudeste, centro-oeste e nordeste, 0 que certamente esta contribuindo
para consolidar grupos de pesquisa atuantes na area. Esses grupos de pesquisa
desempenharam até 0 momento um papel promissor na formacdo de recursos humanos
e no desenvolvimento da tecnologia de criopreservagdo aplicada a conservagao, como
complementacdo dos métodos convencionais de conservacdo de germoplasma vegetal,
que também devem ser estimulados.

E mportante salientar que a colaboracdo internacional, a disponibilidade de
recursos humanos treinados na area e a infraestrutura adequada sdo 0s requisitos
necessarios para a implementacdo das tecnologias de criopreservacdo e criobancos
(BETTONI, BONNART, VOLK, 2021).
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