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Resumo:

A conservacdo de gendétipos potencialmente importantes € um critério essencia para 0 melhoramento
florestal. Entre as técnicas disponiveis, a criopreservacdo tem se destacado como a mais promissora,
permitindo 0 armazenamento em longo prazo de células e tecidos vegetais. No entanto, durante o
processo, 0s explantes sdo submetidos a tensdes fisioldgicas, fisicas e quimicas que podem causar
criolesdes nos tecidos, promovendo danos e perda de viabilidade. Os efeitos da criolesdo sobre o genoma
da planta podem acarretar variagdes somaclonais, apresentando diferencas distintas nos seus perfis de
gendtipo e fendtipo, devido a ateracbes na estabilidade genética destas. Desta forma, é de suma
importancia avaliacdes da integridade celular e genética durante o processo de criopreservacéo e da
regeneracdo do explante in vitro. O objetivo do trabalho foi realizar andlise ultraestrutural e genética de
apices caulinares de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla criopreservados por meio da técnica
droplet-vitrification. Apices caulinares foram pré-cultivados em meio MS suplementado com sacarose a
0,2 M e 0,5M por 24 horas cada. Posteriormente, foram dispostos em papel aluminio contendo uma gota
de PVS2 a 0°C por 60 minutos e imersos em nitrogénio liquido (NL). O reaquecimento ocorreu por 10
minutos em solucdo de descarregamento a 25°C. Os apices caulinares recém excisados, 0s submetidos a
criopreservacdo e ap0s uma semana de recuperacdo foram observados no Microscopio Eletrénico de
Varredura LEO Evo 40. O contetdo relativo de DNA foi avaliado em plantas in vitro de eucalipto ndo
criopreservadas (controle total), expostas ao PVS2 sem posterior imersdo em nitrogénio liquida (NL-) e
criopreservadas (NL+) por citometria de fluxo. Os &pices caulinares que ndo foram submetidos ao
crioprotetor nem expostos a baixa temperatura se mostraram intactos e targidos. Os apices expostos ao
PVS2 por 60 min apresentaram algumas células com menor turgidez, porém ap0s a recuperacdo as
células apresentaram-se tlrgidas e intactas. O contelido estimado de DNA nuclear das plantas de
eucalipto em ambos os tratamentos (NL- e NL+), ndo apresentaram diferencas estatisticas. As amostras
do controle total apresentaram valores menores de coeficiente de variagdo, 0 que garante maior
confiabilidade na estimativa do DNA das plantas submetidas a este tratamento. Tais resultados
demonstram que a exposicdo por 60 min ao crioprotetor juntamente com a técnica droplet-vitrification
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possibilitam uma desidratagdo, osmoprotecdo e integridade ideal dos apices de eucalipto preservando as
estruturas necessérias a sua regeneracao.
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A conservacdo de gendtipos potencialmente importantes é um critério essencial para o
melhoramento florestal. Entre as técnicas disponiveis, a criopreservacdo tem se destacado
como a mais promissora, permitindo o armazenamento em longo prazo de células e tecidos
vegetais. No entanto, durante o processo, os explantes sao submetidos a tensdes fisioldgicas,
fisicas e quimicas que podem causar criolesdes nos tecidos, promovendo danos e perda de
viabilidade. Os efeitos da criolesdo sobre o genoma da planta podem acarretar variacoes
somaclonais, apresentando diferencas distintas nos seus perfis de gendtipo e fenétipo, devido
a alteracodes na estabilidade genética destas. Desta forma, € de suma importincia avaliagdes da
integridade celular e genética durante o processo de criopreservacdao e da regeneracdo do
explante in vitro. O objetivo do trabalho foi realizar anélise ultraestrutural e genética de apices
caulinares de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla criopreservados por meio da técnica
droplet-vitrification. Apices caulinares foram pré-cultivados em meio MS suplementado com
sacarose a 0,2 M e 0,5 M por 24 horas cada. Posteriormente, foram dispostos em papel
aluminio contendo uma gota de PVS2 a 0°C por 60 minutos e imersos em nitrogénio liquido
(NL). O reaquecimento ocorreu por 10 minutos em solu¢do de descarregamento a 25°C. Os
apices caulinares recém excisados, os submetidos a criopreservacdo e apds uma semana de
recuperacdao foram observados no Microscopio Eletronico de Varredura LEO Evo 40. O
conteddo relativo de DNA foi avaliado em plantas in vitro de eucalipto ndo criopreservadas
(controle total), expostas ao PVS2 sem posterior imersdo em nitrogénio liquida (NL-) e
criopreservadas (NL+) por citometria de fluxo. Os dpices caulinares que ndo foram
submetidos ao crioprotetor nem expostos a baixa temperatura se mostraram intactos e
tirgidos. Os dpices expostos ao PVS2 por 60 min apresentaram algumas células com menor
turgidez, porém apds a recuperagao as células apresentaram-se tirgidas e intactas. O contetido
estimado de DNA nuclear das plantas de eucalipto em ambos os tratamentos (NL- e NL+),
ndo apresentaram diferencas estatisticas. As amostras do controle total apresentaram valores
menores de coeficiente de variagdo, o que garante maior confiabilidade na estimativa do DNA
das plantas submetidas a este tratamento. Tais resultados demonstram que a exposi¢do por 60
min ao crioprotetor juntamente com a técnica droplet-vitrification possibilitam uma
desidratacdo, osmoprotecdo e integridade ideal dos dpices de eucalipto preservando as
estruturas necessdrias a sua regeneragao.
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