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RESUMO — A biotecnologia se apresenta como um conjunto de ferramentas para maximizacdo dos ganhos
genéticos em programas de melhoramento no curto prazo. Estratégias como a transgenia, sistema CRISPR-
Cas, selegdo assistida por marcadores, embora muito promissoras, ainda tem um custo efetivo muito elevado
ao setor florestal, dada a complexidade dos materiais genéticos e a necessidade de estruturas altamente
especializadas. Nesse sentido, uma nova proposta de biotecnologia emerge a partir de técnicas ja conhecidas
pela comunidade cientifica, principalmente por apresentar baixos custos: a poliploidia aplicada ao programa de
melhoramento, a mutagénese (classica), a epigenética e a embriogénese somatica na clonagem de espécies de
dificil propagacdo. A poliploidia ou duplicagdo do conjunto cromossdmico, ja trouxe avangos significativos ao
setor florestal, como comprimento de fibras, crescimento, alteragdes na qualidade da madeira, e principalmente,
deve aumentar ainda mais as possibilidades de formagao de novos hibridos com diferentes contribui¢des para o
genoma total da F1 triploide. A mutagénese e epigenética, compreendem uma nova area onde as modificagdes
do DNA e de moléculas associadas a ele, podem ampliar a variabilidade genética dos clones operacionais e
promover a modulagdo de materiais elite frente as mudangas climaticas. Por fim, a embriogénese somatica
principalmente como o Pinus, permitem a clonagem em larga escala de cruzamentos especificos realizados
a campo, reduzindo ainda mais o longo tempo do programa de melhoramento para este género e o plantio
operacional clonal. Todas essas ferramentas possibilitam que o melhorista implemente tecnologia de ponta a
um baixo custo, sem atividades regulatérias como as da CTNBio.
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INTRODUCAO

De acordo com o relatério anual de 2023 do IBA
(Industria Brasileira de Arvores), o Brasil possui 9,94
milhdes de hectares de florestas plantadas, dos quais
7,6 milhdes de hectares sdo destinados ao género
Eucalyptus e 1,93 milhdes de hectares s@o destinados
ao género Pinus. De 2014 a 2021 a produtividade de
Eucalyptus em todo o Brasil foi de 35,8 para 38,9
m?*ha/ano, representando um aumento de 7% na
produtividade em 8 anos. Parte desse aumento na
produtividade ¢ resultado do manejo integrado de
pragas e tratos silviculturais, mas principalmente da
recomendacio de clones superiores em campo (IBA,
2023). Nesse sentido, para maximizar ganhos em
produtividade, técnicas de biotecnologia florestal tem
cada vez mais sido consideradas na incorporacdo de
novos materiais genéticos, como 0 uso ¢ aplicagdo
de marcadores moleculares, transformagdo genética,
tecnologia de RNAi e edigdo gendmica (CRISPR-
Cas) (Grattapaglia et al., 2008; Dai et al., 2020).

Entretanto, os custos para montagem de
laboratorios, aquisi¢cdo de equipamentos, manutengao,
compra dereagentes e treinamento de pessoal, resultam
em investimentos miliondrios e que, a exemplo do
uso de transgénicos na area florestal, levam-se de
8 a 12 anos para implementagdo, regulamentagio
pela CTNBio e plantio dos materiais. Por muitos
anos esses fatores foram os responsaveis pela baixa
aderéncia por parte das empresas para investimentos
em Biotecnologia Florestal, principalmente por
nao apresentar resultados iguais ou superiores ao
melhoramento convencional.

Nos ultimos anos, algumas ferramentas de
biotecnologia de baixo custo tém demonstrado
potencial de aplicagdo efetiva em programas de
melhoramento. Pode-se citar como exemplo a
Poliploidia aplicada ao Programa de Melhoramento,
a Mutagénese e Epigenética, e a Tecnologia de
Embriogénese Somatica. A poliploidia em materiais
elite j4 ¢ uma realidade em diversas empresas,
sua principal vantagem nos proximos anos sera a
incorporacdo de diferentes hibridos em materiais
triploides, ampliando ainda mais a possibilidade
de caracteristicas de interesse do melhorista. A
mutagénese classica (alteragdes no DNA por agentes
fisicos ou quimicos) e a epigenética (alteragdes no
padrio de marcas que determinam expressdao de
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genes e fendtipos), prometem em curto espaco de
tempo, criar variabilidade genética e condicionar
a plasticidade fenotipica dos principais clones
operacionais. A embriogénese somadtica, por sua
vez, tem sido pesquisada para que espécies de dificil
propagacao, como Pinus taeda, sejam clonados em
larga escala e entdo plantados operacionalmente, o
que deverd impactar diretamente na produtividade
dessas florestas.

POLIPLOIDIA ARTIFICIAL

Poliplodia ou  duplicagdo do conjunto
cromossomico, ¢ um fendmeno natural que consiste na
presenca de mais de dois conjuntos cromossdmicos,
onde o nivel de ploidia (x), varia de acordo com a
quantidade do numero basico de cromossomos da
espécie (Stebbins, 1947). Por exemplo, se para células
gaméticas de Eucalyptus temos 11 cromossomos (n=
1x = 11 cromossomos), entdo, apds a fecundacgao e
formacgao do zigoto, temos a restauracao do conjunto
cromossOmico da espécie para sua condicao diploide
(2n =2x = 22 cromossomos, 11 do genitor feminino +
11 do genitor masculino). Sendo assim, podemos ter
individuos triploides (2n = 3x), tetraploides (2n = 4x),
pentaploides (2n = 5x), hexaploides (2n = 6x) e assim
por diante, variando apenas em relacao ao n° de copias
do conjunto basico de cromossomos.

Como consequéncia do aumento da quantidade de
cromossomos no nucleo, espera-se principalmente um
aumento do nucleo, do contetido citoplasmatico, das
células e orgdos especificos, efeito conhecido como
“Efeito giga”. Na agricultura, a poliploidia foi muito
utilizada por este motivo e para qualidade de graos,
frutos, e obtengao de hibridos interespecificos. Pode-
se citar como exemplos as bananas, uvas, melancias
e citros sem sementes (todos estes triploides), outras
espécies como o trigo hexaploide, o café e a soja
tetraploides (Sattler et al. 2016).

Para a maioria das espécies florestais comerciais
como Eucalyptus, Corymbia, Pinus e Acacia, ndo ha a
formacao natural de poliploides, ¢ essas espécies tém
mantido o nimero cromossdmico constante ao longo
da evolucdo (Bachir e Bentouati, 2006). Dessa forma,
a poliplodia artificialmente induzida ¢ uma estratégia
de biotecnologia que, por meio de agentes inibidores
do ciclo celular (antimitoticos), € possivel obter uma
célula com os cromossomos duplicados, ou scja,
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genes ¢ alelos idénticos a planta doadora (Yemets
e Blume, 2008). Diversos protocolos ja tém sido
desenvolvidos para obtenga@o de eucaliptos, acacias e
alamos poliploides (Han et al. 2011; Harbard et al.,
2012; Zeng et al., 2019), bem como o estabelecimento
de procedimentos para estabilidade de ploidia in vitro
e ex vitro (campo) (Silva et al., 2019).

Considerando os aspectos moleculares e
fisiologicos, autotetraploides (um uUnico genoma
duplicado) de Paulowinia fortuneiii submetidos
a estresse salino destacaram-se pela expressao
diferencial de mais de 15.503 genes principalmente
relacionados com a fotossintese, crescimento e
desenvolvimento, e produgdo de osmolitos (Wang et
al., 2019). Em E. benthamii autotetraploides foram
constatadas mudangas no metabolismo secundario,
especificamente em terpenos de cadeia de curta
como limoneno, a-terpineol e a-terpinyl acetato nao
existente em diploides correspondentes (da Silva et al.,
2021). Essas mudangas na composi¢ao sao resultado

da expressao génica diferencial somada a efeitos do
ambiente, e que em ultima instancia, podem refletir
na tolerdncia em maior ou menor grau dos materiais
genéticos frente a estresses oxidativos e herbivoria.

Mudangas na estrutura fisica e morfologia
também sao evidentes em Eucalyptus spp., como
maior tamanho das folhas (Figura 1) e estomatos,
modificagdes na estrutura da copa (arquitetura),
crescimento e altura total (Longui et al., 2021).
Nas propriedades fisico mecanicas, observa-se
padrao uniforme de raios no sentido medula/casca
(diferentemente de materiais diploides), e aumento
da densidade basica cerca de 7% nos individuos
tetraploides, acompanhado no comprimento das fibras
em até 13% superior a clones diploides (da Silva
Souza et al., 2021).

Autotetraploides (espécie pura) ou alotetraploides
(hibrido homoploide) podem ser o ponto de partida
para ampliar a variabilidade e diversidade do
germoplasma operacional ou em desenvolvimento.

Figura 1: Variabilidade morfologica em E. benthamii diploide (1) e tetraploides (2 e 3), coletadas no tergo médio da copa de arvores com 18 meses em campo. Foto:

Arquivo pessoal. Brasil.

Entretanto, para fins de melhoramento, a formagao
de materiais triploides (hibridagdo de um material
2n = 4x = 44 cromossomos e outro com 2X = 2X =
22 cromossomos), ampliam a combina¢do de mais
alelos ou ainda genomas distintos na geragdo F1 (2n
= 3x = 33 cromossomos), promovendo a formagao
de diferentes hibridos, principalmente se o material
genético diploide for um hibrido intraespecifico. A

SilF

hibridagao de materiais poliploides pode ser acelerada
por meio da técnica de top grafting ja bem conhecida
para Eucalyptus, onde ¢ feita a enxertia de material
juvenil na copa de arvores adultas, e posteriormente,
com o florescimento precoce do material, pode-se
realizar o cruzamento com a espécie de interesse
(Figura 2).
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Figura 2: Aceleragdo do Programa de Melhoramento Genético de poliploides por meio da técnica de top grafting. A) Preparo do enxerto poliploide; B) Encaixe em
“V” na arvore adulta e protegio da drea enxertada com parafilme; C) material poliploide enxertado no topo da arvore para facilitar a maxima captagdo da energia solar

e aumento da probabilidade de “pegamento” do enxerto.

MUTAGENESE & EPIGENETICA

Mutagénese ¢ um processo de modificagcdo
do DNA de um organismo, que resulta em uma
alteracao genética permanente e hereditaria, podendo
ser um fenotipo visivel ou ndo (CARVALHO et
al., 2022). Mutagdes podem ser induzidas com
ferramentas moleculares como o sistema CRISPR-
Cas, retrotransposons ou recombinag¢ao homologa, ou
ainda agentes fisicos ou quimicos, conhecida como
mutagénese cldssica. Esta ultima, embora menos
precisa quanto as modificagdes, ¢ de menor custo de
implementacdo e ndo necessita de laboratério com
equipamentos para analise molecular.

A mutagénese quimica ¢ a mais amplamente
utilizada por depender apenas dos reagentes, ao
contrario da fisica que trabalha por meio de irradiagdes
e que necessitam grandes equipamentos como
Irradiadores de Cobalto 60 (além de isolamentos
para biosseguranga). Dentre os principais agentes
quimicos, pode-se citar o Etil metanosulfonato
(EMS), o Metil metanosulfonato, a Hidroxilamina, a
Proflavina, dentre outros. Em plantas, o EMS altera
os pares de bases de GC para AT de maneira pontual
ao longo de todo genoma, podendo também ocasionar
a fragmentacdo de segmentos cromossdmicos ou até
dele¢des de sequéncias por meio de mecanismos de
correcdo e reparacdo de DNA da célula, a depender
do tempo de exposi¢do e concentracdo de trabalho
(Okagaki etal., 1991). Sendo as mutagdes aleatodrias, o
clone mutante pode diferir em algumas caracteristicas
do material doador, sendo necessario incluir em
testes clonais ou ainda ser tratado como um novo
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germoplasma.

Para o setor florestal, a mutagénese ainda nao
foi explorada devido as dificuldades enfrentadas
na regeneragdo por meio da micropropagacdo e
a observag@o do fenoétipo, dado o longo ciclo das
espécies. Apesar desses fatores serem limitantes na
aplicagdo da tecnologia, a mutagénese quimica ainda
pode ser uma ferramenta para os melhores clones
operacionais, buscando ampliar a variabilidade
genética. As populagdes mutantes em potencial
sdo tratadas in vitro com o agente mutagénico, e
submetidas a diferentes pressoes de selecdo aos quais
se desejam obter os materiais ainda no ambiente in
vitro ou em mudas jovens. Por apresentar custos
apenas com reagentes, clonagem e seleg@o, ¢ possivel
repetir o processo até obter o genotipo de interesse,
ou combind-lo com outras estratégias, como a
poliploidizacdo para melhor expressdo do fenotipo.

Além das mudancas nos pares de bases, ¢
possivel modificar moléculas que se associam ao
DNA e que definem o padrdao de expressdo génica
ao longo de toda a vida de uma planta. O campo que
estuda a heranga dessas marcas ligadas ao material
genético ¢ conhecido como epigenética. Dentre as
marcas epigenéticas mais estudadas pode-se citar a
metilacdo de DNA, modifica¢des das histonas e agao
de pequenos RNAs ndo codificantes associados ao
silenciamento poés transcricional (Miryeganeh et al.,
2021).

A metilagdo de DNA ¢ o processo mais estudado
e ocorre naturalmente, diferindo entre os individuos
e geracdes. Os diferentes niveis de metilacdo do
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genoma vao caracterizar os epialelos, ou seja, alelos
com marcas associadas que determinam quando
serdo ou nao expressos, tendo a capacidade de
produzir novos fenétipos e podem ser transmitidos
entres as geracoes subsequentes (Kalisz et al., 2004).
Por serem organismos sésseis, a expressdo génica
das plantas pode ser modulada por intermédio de
alteragOes realizadas na dinamica na metilacdo do
DNA, modificando o fendtipo frente as condi¢oes
ambientais (Srikant et al., 2021).

Alteragdes epigenéticas podem ser induzidas
in vitro por meio de agentes quimicos como
5-Azacitidina, promovendo desmetilagio do DNA
pela inibicdo de enzimas DNA metiltransferases,
sendo as novas fitas de DNA replicadas com novos
padrdes de marcas (ou auséncia delas). Em espécies
florestais, os estudos ainda sao incipientes, limitando-
se a caracterizacdo morfolégica das folhas em

Inibidor epigenético

ou agente mutagénico

Teste clonal

N

Plantas moduladas \%‘
ou potencialmente
mutantes

arvores como carvalho (Browne et al., 2020). Para
espécies agrondmicas e ornamentais, ha registros de
modulagdes para tolerdncia a salinidade (LI et al.,
2021) e aceleracdao do florescimento (Zhang et al.,
2020).

Tanto para producdo de mutantes quanto para
alteracdes epigenéticas in vitro, define-se o material
genético de interesse e os critérios para selecdo do
material pos-tratamento, por exemplo, tolerancia a
estresse salino, baixas temperaturas, e déficit hidrico.
Em seguida, sdo realizados sequencialmente ciclos
de tratamento com o quimico de interesse ¢ selegdo
de material que apresentou tolerancia a pressao de
selecdo empregada (Figura 3). Ao final dos ciclos
de tratamento, almeja-se populagdo clonal com as
mesmas marcas epigenéticas ou mutantes para a
caracteristica.

Selecao de
materiais
potenciais

Figura 3: Manejo das populagdes in vitro de plantas moduladas epigeneticamente ou potencialmente mutantes. A modulag@o se da por meio da utilizagdo de agentes
inibidores de marcas epigenéticas que, em tratamentos sucessivos combinados ou ndo com pressdes de selegdo (estresse salino, hidrico, nutricional, doengas etc.), po-
dem resultar em plantas que sobrevivem ao estresse. As plantas tratadas sdo clonadas in vitro e submetidas a um novo ciclo de tratamento, Ciclo 1 e Ciclo 2. Ao final
do Ciclo 2 espera-se que a populagdo clonal in vitro esteja completamente modulada com o mesmo padrdo de marcas epigenéticas. O mesmo ocorre para a indugéo de
mutantes, embora seja necessario a regeneragio de plantas mutantes verdadeiras (ndo quiméricas), podendo aumentar os ciclos de selegdo na fase in vitro.

EMBRIOGENESE SOMATICA

Em termos de producdo de mudas clonais, cada
variedade possui suas especificagcdes e limitacdes
quanto a metodologia a ser utilizada (Choi et al.,
2007), fato este ja bem conhecido para espécies
do género Eucalyptus e Corymbia (sistema de
miniestaquia e minijardim clonal), entretanto, ainda
muito restrito para Pinus. Na cultura de tecidos, a
regeneragao in vitro pode ocorrer via organogénese ou
embriogénese somatica, ambos com grande relevancia
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na propagacdo das espécies, visto que, tratam-se de
métodos que possibilitam o aumento da produtividade
(pela produgdo em massa de clones elite) e a obtenc¢ao
de individuos livre de patdgenos (Sa et al., 2001).

A embriogénese somatica em particular, ¢ a
que mais proporciona esses ganhos em escala, e
pode ser estimulada por duas vias: a embriogénese
direta (formando embrides somaticos diretamente do
material doador) ou indireta (envolvendo a formagao
de um calo indiferenciado que mais tarde dara origem
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a diversos embrides) (Mantell et al. 1994). Portanto,
pode ser entendida como o processo no qual uma
tnica célula doadora expressa a maxima totipoténcia
celular, organizando-se fisiologicamente através
de estimulos no meio de cultura (como hormoénios
e estresses), dividindo-se e formando embrides
idénticos a planta méae, sem que ocorra a fusdo dos
gametas (De Lira Guerra, et al. 2023). Além disso,
essa técnica permite a formacao de raizes pivotantes
por meio da formagdo de mudas completas, o que se
destaca como diferencial em relagdo a outras técnicas
de propagacao convencional (Moura, et al. 2016).

No Brasil, o género Pinus ¢ um dos mais
abundantes na regido Sul, garantindo superioridade de
producgao se comparado a outros paises (Abraf, 2013).
Porém, a maioria dos plantios sdo de origem seminal
oriundas de pomar de sementes clonal, aumentando
os ganhos de produtividade, mas ainda apresentando
limitagOes quanto a variacao genotipica intrinseca ao
procedimento. Outro fator limitante da propagacao
¢ a idade da matriz, o que desencadeia uma baixa
resposta e desequilibrio da escala comercial por
estaquia e miniestaquia (Wahid et al., 2012). Com
isso, a clonagem em larga escala via embriogénese
somatica surge para suprir essas limitacdes e garantir
alta produtividade no mercado. A clonagem de
espécies de Pinus permite a micropropagagdo via
sementes imaturas (que ainda ndo alcancaram seu
nivel completo de desenvolvimento) (Pullman et al.,
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2006; Andrejow e Higa, 2009) e também permite o
armazenamento do embrido por longos periodos
preservando sua juvenilidade (Cyr et al.,1994;
Malabadi et al., 2011).

Recentemente, na  Universidade  Federal
de Vigosa, uma nova metodologia vem sendo
desenvolvida a partir da cultura de meristemas de
matrizes selecionadas de Pinus. A partir da excisdo
dos meristemas de uma unica planta (poucos clones),
pode-se iniciar a indugdo da embriogénse somatica
combinando diferentes reguladores de crescimento
e, posteriormente, utilizando apenas um material
genético para o start das culturas. Diferentemente
de outras metodologias aplicadas a Pinus spp., essa
tecnologia (ainda em fase inicial de pesquisa), pode
permitir a clonagem direta de individuos selecionados
no melhoramento classico ou via selecdo gendmica
ampla, e viabilizar e o plantio clonal que hoje ¢ um
grande gargalo silvicultural.

O uso de sementes sintéticas ou artificiais,
combinados com outras ferramentas de biotecnologia,
em especial a embriogénese somatica, permite que
os propagulos sejam encapsulados em uma matriz
geleificada adicionada de nutrientes e, a depender
do propagulo, hormoénios e elicitores de crescimento
(Figura 4). Esta é uma tecnologia que reduz o
tempo de aclimatizagdo de plantulas em laboratorio
e permite intercambio de germoplasma de forma

Figura 4: Encapsulamento de diferentes propagulos de plantas. A) Sementes de E. grandis encapsuladas em matriz geleificada, contendo macro e micronutrientes; B)
E. grandis encapsuladas germinando, onde a planta rompe a matriz ¢ segue o desenvolvimento normal; ¢ C) microbrotos de C. citriodora encapsulados e apresentando

raizes no momento do encapsulamento.

asséptica, facilitando seu transporte para diferentes
locais e instituicdes do exterior, uma vez que
materiais in vitro sdo livres de patogenos (Aitkena-
Christe et al.,1994). Encapsular embrides somaticos
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¢ ainda mais vantajoso pois possuem uma estrutura
de eixos completos (parte aérea e radicular), sendo
assim, uma alternativa para propagagdo clonal para
espécies do género Pinus.
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CONCLUSOES

Ferramentas de biotecnologia de baixo custo
como a poliploidia, mutagénese e manipulagdes
epigenéticas, aumentam o portifolio de trabalho
do melhorista florestal, ampliando a variabilidade
genética e epigenética a nivel de DNA, de conjuntos
cromossOémicos e individuos fenotipicamente distintos.
Técnicas como a embriogénese somatica e tecnologia
de sementes sintéticas, possibilitam ao melhorista,
quando aperfeicoadas em protocolos especificos,
a clonagem em larga escala de materiais-elite cuja
operacionalizagdo por meios convencionais (estaquia
ou minijardim clonal) é dificultada. Essas técnicas
permitem agilidade no programa de melhoramento e
incorporagdo de novos germoplasmas, dispensando a
construgdo de laboratérios robustos e com alto custo
para manuteng¢do, além da aquisi¢cdo de equipamentos
para analise, ou reagentes de biologia molecular.
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