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Apresentacao

A preservacao dos recursos fitogenéticos é mantida através de germoplama, que
pode ser definido como a maxima variabilidade de uma espécie, o qual é
indispensavel para a pesquisa geral, especialmente para o melhoramento
genético, inclusive para a biotecnologia. A preservacao de um grande nimero de
espécies de propagacao sexuada é feita em banco de sementes e as de
propagacao assexuada em colecées de campo, ambas formas de bancos de
germoplasma, estao longe de satisfazer as necessidades atuais e futuras, devido;
o custo de manutencao destes bancos, além do elevado risco de destruicao a
que esta sujeito o material, pela acdo de pragas, doencas ou condicOes adversas
abidticas. A criacao de bancos de germoplasmas in vitro, por meio das técnicas
de criopreservacao e cultivo lento, sao alternativas auxiliares aos programas de
melhoramento genético vegetal, uma vez que permitem a conservacao e o
intercambio de germoplasma sadio, de forma segura e rapida, por dispensar, na
maioria das vezes, o periodo de quarentena. Com este trabalho, a Embrapa
Algodao coloca a disposicao das pessoas ligada a agricultura, informacdes sobre
as técnicas de preservacao de germoplasmas vegetal.

Napoledo Esberard de Macédo Beltrao
Chefe Geral da Embrapa Algodéao
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Preservacao e Intercambio de
Germoplasma

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Silvany de Sousa Araujo
Mirelle Aquino da Silva

1. Introducédo

Os recursos vegetais sdo importantes reservatérios de material genético que
podem ser utilizados em programas de melhoramento de espécies de grande
importancia econémica. Sdo indispensaveis a preservacao dessas espécies, uma
vez que estas estao sendo degradadas rapidamente em decorréncia do seu uso
desorganizado e do crescimento acelerado da populacao.

Atualmente, a agricultura desenvolvida em todos os paises é fortemente
dependente de recursos genéticos procedentes de outras partes do mundo. Esta
"interdependéncia” é o resultado de séculos de intercambio de materiais e
interacOes ecoldgicas, ou seja, os cultivos originarios de um pais ou de uma
regido crescem e prosperam em outras partes do mundo (GOEDERT et al,
2002).

Os bancos de germoplasma sao unidades conservadoras de material genético de
uso imediato ou com potencial de uso futuro, onde ndo ocorre o descarte de
acessos, o que os diferencia das colecdes de trabalho, que sdo aquelas em que
se elimina o que nao interessa ao melhoramento genético. Sao criados com a
finalidade de manejar a variabilidade genética entre e dentro da espécie, com fins
de utilizacao para a pesquisa em geral, especialmente para o melhoramento
genético, inclusive a biotecnologia (VEIGA, 2008).

As técnicas de cultivo in vitro, empregando-se o crescimento lento, vém sendo
vistas como alternativa para os bancos de sementes, pois visam a conservacao
de germoplasma vegetal. Diversos procedimentos relacionados a biotecnologia
tém sido adotados com variado grau de sucesso no melhoramento de diversas
espécies de interesse econdmico: 1) a micropropagacao; 2) a regeneracao de
hibridos soméaticos, tanto intergenéricos como interespecificos, pela fusao de
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protoplastos; 3) a obtencao de hapléides; 4) a selecao in vitro de variantes
somaclonais; 5) a transformacao. Além disso, as técnicas de propagacéao
vegetativa in vitro adequam-se a programas de introducao, armazenamento e
intercambio de germoplasma, contribuindo para prevenir perda de variabilidade
genética (CARVALHO; VIDAL, 2003).

2. Germoplasma

Segundo IBPGR (1991), germoplasma é o material que constitui a base fisica da
heranca e se transmite de uma geracdo para outra através de células
reprodutivas. Segundo Yamada (1993), o germoplasma contém os genes que
dirigem o desenvolvimento de qualquer ser vivo e constituem a base fisica da
heranca biolégica. E da combinacdo de genes que surgem as diversidades
genéticas que, por sua vez, tém sido a base do melhoramento de culturas no
passado, presente e futuro.

Segundo Vieira (2006), a utilizacao de germoplasma, nos programas de
melhoramento genético, é essencial, pois, as colecdes de germoplasma vém
sendo mantidas em instituicoes diversas, as quais tém, por responsabilidade,
garantir a sua variedade genética, seja pela iniciativa de coletar periodicamente
recursos genéticos ou por favorecer o intercambio com outros bancos ativos de
germoplasma, de forma a multiplicar e distribuir tais colecGes entre os usuérios,
assim como promover a sua caracterizacao por diferentes procedimentos.

Um banco de germoplasma deve conter uma variabilidade genética minima que
represente o acesso (tamanho efetivo e freqiiéncia de alelos), seja cultivar elite
ou primitiva, populacao, raca, espécie ou género. Tal nUmero é discutivel e varia
de acordo com o tipo do germoplasma que compde o banco (PEREIRA, 2008).
O germoplasma encontra-se dividido em cinco categorias distintas: parentes
silvestres; populacdes locais (landraces) ou cultivares primitivas; cultivares que
foram substituidas; linhagens experimentais, mutacdes e outros produtos dos
programas de melhoramento; cultivares modernas (EMBRAPA, 2008).

3. Conservacdo e preservacao

Os termos conservacao e preservacao sao bastante utilizados, porém, existe
diferenca entre eles. Segundo Frankel e Soule (1981), conservacao é um
conjunto de politicas e programas criados para a manutencao, em longo prazo,



Preservacédo e Intercdmbio de Germoplasma

de comunidades sob condicdes potenciais para continua evolucao; ja
preservacao é a manutencao de individuos ou grupos sem efeito da evolucéo.

A preservacao de material genético in vitro é uma técnica promissora de
manutencao de genes, que podera estar disponivel facilmente. Mantendo-se
plantas ou segmentos das mesmas de diferentes procedéncias e genétipos, em
condicdes de crescimento minimo ou mesmo em criopreservacao, pode-se dispor
desses materiais para uso no melhoramento genético, podendo-se utiliza-lo para
intercambio entre instituicdes, dentro do Pais ou com o exterior, sem 0s riscos
de estar se levando pragas ou doencas a novas regioes; outra vantagem é a
necessidade de pequeno espaco para preservacao de grande quantidade de
gendtipos (CARVALHO; VIDAL, 2003).

A conservacao do germoplasma através da preservacao in vitro, é especialmente
util para espécies com sementes recalcitrantes, como a maioria das espécies
perenes tropicais, que perdem a sua viabilidade em curto periodo de tempo nos
sistemas convencionais de conservacao. Além disto, esta forma de preservacao é
importante para espécies de propagacao vegetativa que, produzindo ou nao
sementes, apresentam alta segregacao genética devido ao elevado grau de
heterozigose, implicam na necessidade de manter-se as plantas em Bancos
Ativos de Germoplasma (BAG), aumentando o custo da preservacdo dos acessos
(CARVALHO; VIDAL, 2003). De acordo com Dantas et al (1999), a
conservacao dos recursos genéticos busca, dentre outros objetivos, viabilizar o
seu uso nos programas de melhoramento, visando a introgressao de genes de
interesse nas variedades comerciais para ampliar a variabilidade intra e
interespecifica, aumentar a sustentabilidade da cultura, preservar a variabilidade
genética e reduzir a vulnerabilidade.

3.1. Banco ativo de germoplasma

Banco Ativo de Germoplasma (BAG) é uma colecao de amostras de
germoplasma, representando a variacao genética de uma populacdo ou de um
individuo propagado clonalmente (MORALES et al., 1994b), comumente usada
para propdésitos de pesquisa e utilizacao de materiais; sua importancia vem da
necessidade e do interesse de se conservar e preservar a diversidade genética
dos varios acessos que o compdem, os quais alimentarao as atividades de
pesquisa e de intercambio nacional e internacional.

13
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Para atender aos seus propdsitos, fornecer material para programas de pesquisa e
intercambio, o BAG precisa passar pelas atividades de caracterizacao,
classificacdo dos acessos por seus caracteres qualitativos e avaliacao,
qualificacao dos acessos por seus caracteres quantitativos ou métricos,
freqlientemente relacionados com seu potencial de utilizacao. Sdo essas
atividades que estabelecem as diferencas ou semelhancas entre os acessos de
germoplasma. A disponibilizacao das informacoes geradas a partir dessas
atividades, é condicado essencial para a selecao e a utilizacdo do germoplasma da
colecdo (MORALES et al., 1994a).

As sementes devem ser mantidas em condicOes ideais antes do processo de
conservacao, para garantir alto nivel de viabilidade do germoplasma, destinado
as colecdOes base e ativas, e para tentar reduzir ao minimo o tempo de
permanéncia das sementes em condicdes ndo conformes as normas aceitaveis de
conservacao (FAO; IPGRI, 1994).

O tratamento quimico das sementes armazenadas para combater pragas e
doencas, nas condicdes ideais para as colecdes base, ndo traz nenhuma
vantagem conhecida. Esses produtos quimicos podem, inclusive, provocar
lesdes cromossOmicas ou contrariar normas sobre a saldde e seguranca de
pessoal. No entanto, em certas ocasioes, devem-se utilizar produtos quimicos
durante a regeneracdo, para garantir a obtencao de sementes sas, ou também
como tratamento pds-colheita, sobretudo nos paises tropicais (FAO; IPGRI,
1994).

As sementes, que serao mantidas em colecoes de germoplasma, deverao estar
limpas e isentas de sementes de ervas daninhas, pragas e doencas, uma vez que
as doencas transmitidas pelas sementes reduzem a longevidade durante o
armazenamento. Os curadores deverao ter ciéncia deste possivel problema,
apesar de nao se poderem formular recomendacdes especificas (FAO/IPGRI,
1994).

3.2. Cultura de tecidos

O cultivo in vitro € uma técnica que se baseia, principalmente, no
aproveitamento da totipoténcia das células vegetais, ou seja, na capacidade de
produzir 6rgaos, como brotos e/ou raizes (organogénese) ou embrides
somaticos, que regeneram uma planta completa (embriogénese somatica) num
meio de cultivo favoravel.
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A propagacao vegetativa possui certas vantagens sobre a propagacao sexual,
haja vista que previne a deterioracao das cultivares de alta qualidade e

possibilita a manutencao de linhas androestéreis e a conservacao de clones
(VIDAL et al., 2005). A cultura de tecidos, ou propagacao in vitro, pode
constituir um método auxiliar na producao eficiente de mudas com alta qualidade
fitossanitaria e genética. Esta técnica vem sendo utilizada com sucesso para a
obtencado de mudas sadias em grande nimero de espécies economicamente
importantes ou com dificuldade de propagacao, promovendo avancos
importantes nos campos de genética, fisiologia e patologia (PAIVA, 1998).

A cultura de tecidos tém sido empregada de diferentes formas no
desenvolvimento de cultivares superiores de plantas. Em geral, essas técnicas
sdo utilizadas em uma ou outra etapa do melhoramento, ndo necessariamente no
desenvolvimento direto de novas cultivares, mas podem oferecer novas
alternativas aos programas de melhoramento em suas diferentes fases e, muitas
vezes, oferecem solucdes Unicas; isto acontece com o emprego da cultura de
embrides visando a introgressao génica por meio de cruzamentos entre
individuos de espécies distantes. Sao inimeros os exemplos em que a
introgressao de genes de importancia agronémica de um acesso silvestre para
uma cultivar comercial foi realizada com o auxilio de cultura de embrides; assim,
a contribuicao das técnicas de cultura de tecidos e células nos programas de
melhoramento pode se dar em maior ou menor escala, de acordo com o0s
objetivos do melhoramento e com as caracteristicas biolégicas da espécie-alvo
(FERREIRA et al., 1998).

3.3. Criopreservacao

A criopreservacao é definida como a conservacao de material biolégico em
nitrogénio liquido, a -196°C, ou em sua fase de vapor, a -150°C. Trata-se de
uma técnica que pode assegurar a conservacao de material biolégico durante
longos periodos de tempo, uma vez que, a essas temperaturas ultra baixas, o
metabolismo celular fica tao reduzido que a deterioracao bioldgica é virtualmente
paralisada (SANTOS, 2001).

Na atualidade, a crioconservacao de eixos embrionarios pode ser a metodologia
mais apropriada para a conservacao em longo prazo da diversidade genética de
vérias espécies, por ocupar o minimo de espaco (STUSHNOFF; SEUFFERHELD,
1995; YONGUJIE et al., 1997) e por eliminar a possivel presenca de
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microrganismos no armazenamento, 0os quais podem reduzir, em muito, a
germinacao das sementes (WEISS, 1983, apud MOSHKIN, 1986).

Santos (2001) afirma que a criobiologia alcancou grande progresso nos ultimos
dez anos, tendo sido desenvolvidos, com sucesso, protocolos de
criopreservacao para numerosas espécies de plantas de propagacéao vegetativa,
cereais e gramineas, plantas ornamentais, frutiferas tropicais e temperadas,
leguminosas e oleaginosas, estimulantes, medicinais e aromaticas, entre outras.
Técnicas diferentes tém sido utilizadas em cada caso, incluindo a criopreservacao
de protoplastos, suspensdes celulares, calos, gemas apicais e laterais,
meristemas, sementes, embrides somaticos e zigdticos e produtos
biotecnoldgicos - culturas produtoras de metabdlitos secundarios de interesse
econdmico e linhagens celulares geneticamente modificadas (SAKAI, 1995;
STUSHNOFF; SEUFFERHELD, 1995).

Durante a criopreservacao, algumas etapas devem ser seguidas de acordo com a
sua aplicabilidade; tais etapas correspondem a pré-tratamento, crioprotecao,
resfriamento, armazenamento, descongelamento e regeneracéo.

Considera-se pré-tratamento uma fase preparatdria, na qual se fornece a cultura
condicOes para tolerancia ao congelamento (CARVALHO; VIDAL, 2003),
adicionando-se compostos com atividade osmética, ou outros aditivos ao meio
nutritivo (WITHERS; WILLIAMS, 1998). Na crioprotecao aplica-se um ou mais
compostos a célula, os quais permitam tolerancia as mudancas fisicas e quimicas
relacionadas ao congelamento e descongelamento. Os crioprotetores sao
compostos de varios modos de acao, incluindo-se modificacao da permeabilidade
da membrana, protecdo de macromoléculas e inativacao de radicais livres
(BENSON; WITHERS, 1987).

Segundo Carvalho e Vidal (2003), o resfriamento, uma outra etapa, pode ser
feito de forma lenta ou radpida, de maneira que, no processo lento, o gelo seja
formado fora da célula, evitando sua cristalizacao na prépria célula. A 4gua é
retirada para o meio extracelular, a célula fica desidratada e essa desidratacao
reduz a quantidade de dgua disponivel a formacéao prejudicial de cristais de gelo
(Figura 1); posteriormente, o conteudo de dgua se solidifica ocorrendo, em geral,
a formacao de cristais de gelo inofensivos a integridade da célula. Ja o
esfriamento rapido induz a um congelamento intracelular, evitando a desidratacao
da célula, minimizando, assim, a formacao de gelo, devida aos agentes
crioprotetores.
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Fig. 1. Representacdo esquematica de cristais de gelo
Fonte: Santos (2001)

Segundo Carvalho e Vidal (2003), o armazenamento é feito em botijoes ou
tanques criogénicos (Figura 2), contendo nitrogénio e as espécies sao mantidas
a -196°C (na fase liquida) ou a -150°C (na fase de vapor); no entanto,
conforme Withers e Williams (1998), a viabilidade diminuird gradativamente
conforme o crescimento dos pequenos cristais de gelo dentro das células. A este
processo da-se o nome de "recristalizacéo".

O descongelamento, conforme Carvalho e Vidal (2003), é tao importante quanto
a fase de resfriamento e deve ser feito rapidamente, para assegurar que nenhum
gelo na célula se descongele com possibilidade de recristalizacao em grandes
cristais. A regeneracao corresponde a uma das fases mais complicadas deste
método, pois restabelecer o crescimento apds a criopreservacao apresenta certa
dificuldade; deve-se permitir a retomada dos processos metabdélicos
interrompidos pelo congelamento com o minimo disturbio osmético e fisico.

ENTRADA DE ENTRADA DE
MATERIAL MATERIAL

SUPORTE (-150C) SUPORTE

EE-M ik Canister _EE-“HM

(196C)

(A) T

Fig. 2. Desenho esquemético de um tanque criogénico mostrando o armazenamento
de amostras mergulhadas em nitrogénio liquido a -196°C (A) ou na sua fase de vapor
a -150°C (B)

Fonte: Santos (2001)
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4. Intercambio de germoplasma

O intercambio de germoplasma é uma estratégia de transferéncia e
enriquecimento de patrimonio genético vegetal de um pais ou organizacao,
consubstanciada no principio de reciprocidade e delimitada por regras
preestabelecidas pela seguranca biolégica com base na lei fitossanitéaria e de
protecao ao patrimoénio genético dos paises. O principal objetivo do intercambio
de germoplasma é suprir os programas de melhoramento genético no Pais de
germoplasma indispensavel a pesquisa, adotando-se, porém, as precaucdes
necessarias a fim de evitar a entrada de pragas (EMBRAPA, 2008).

Veiga (2008) afirma que, para o Brasil, é essencial que se mantenha o fluxo de
intercambio de germoplasma vegetal sempre em alta, pois a maioria das espécies
constantes da mesa dos brasileiros é composta de espécies exdticas. Assim,
para que novas cultivares ou culturas alternativas abastecam o mercado interno,
é importante que se incorporem freqiientemente, novos acessos aos bancos
ativos de germoplasma ex situ.

Contrapondo-se a necessidade de se introduzir, o maximo possivel de
variabilidade genética, vem a obrigatoriedade moral e profissional de se evitar a
introducdo simultanea de pragas exdticas. A necessidade de se preocupar com a
sanidade dos acessos introduzidos é clara, pois, se ndo bastasse o risco da
introducdo de uma nova praga exadtica junto a um novo acesso, esta ao
encontrar nosso clima e solos diferenciados também pode se adaptar a espécies
nativas ou as culturas exdticas aqui presentes (VEIGA, 2006).

O cuidado com o impacto ambiental na introducao de germoplasma exdético é
uma necessidade premente, pois, a auséncia de um perfeito estudo pode refletir
em danos inimaginaveis como, por exemplo, os prejuizos ao ecossistema
provocados por plantas exéticas que se tornam daninhas a agricultura ou a
biodiversidade. Tal impacto é multiplicativo, uma vez que a contaminacao
bioldgica tende a se agravar, cada vez mais, com o passar dos tempos, sendo
de dificil reversao. Isto levou a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) a criar,
em 1997, o Programa Global de Espécies Invasoras. Em muitos casos, nao tédo
raramente quanto se imagina, existe o risco da introducao de insetos ou
microorganismos, tanto por turistas curiosos como por agricultores desejosos
por novos materiais, e até mesmo por profissionais qualificados que, na pressa
de iniciar seus experimentos, irracionalmente efetivam uma introducao ilegal. O
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germoplasma introduzido do exterior, inclusive o oriundo de regides do Brasil
cuja legislacao fitossanitaria restrinja o transito, necessariamente tém que passar
pela quarentena (VEIGA, 2006).

O termo quarentena originou-se do latim "quarantum" e, a principio, era aplicado
somente a detencao de navios oriundos de paises onde ocorria epidemias como,
peste bubdnica, célera e febre amarela, por um periodo de 40 dias (FERRARI,
1989). Atualmente este termo refere-se a um periodo onde as plantas
permanecem em observacao fitossanitaria, o qual pode variar segundo o ciclo da
planta e/ou da praga quarentendria. Sua liberacdo somente ocorre posteriormente
ao periodo no qual nenhuma praga tenha sido detectada, ou apés ter sido limpo
fitossanitariamente, jd que sdo muitas as pragas ainda nao detectadas no Brasil
(BRANCO; REIFSCHNEIDER, 1989; NOBREGA, 1987).

O risco da introducao de germoplasma sem estudos de impacto ambiental pode
ser muito danoso ao pais. O pesquisador interessado em germoplasma do
exterior deve solicitar ao exportador, com dois meses de antecedéncia, os dados
essenciais para o preenchimento do requerimento de Fiscalizacdo de Produtos
Agropecudrios e do de Importacdao de Materiais para Pesquisa, a saber: o
cronograma e o numero de introducdes, a quantidade e o peso liquido do
germoplasma e o nimero de volumes (unidade), o tipo de embalagem, o valor
estimado da mercadoria, o meio de transporte, o ponto de desembarque, a época
de disponibilidade do germoplasma e a data provavel da chegada, o tipo de
embalagem, a forma (sementes, tubérculos, estacas, "in vitro", etc.), quais as
espécies e cultivares, o nome e o endereco completo do exportador - e-mail e
telefone, pais onde foi coletado, desenvolvido, produzido e certificado, o peso
bruto e o peso liquido. Ainda devem ser acrescentados dados como a
justificativa técnica, a utilizacdo pretendida e o local a ser quarentenado no
Brasil. Elaborado o pedido de importacao, aguarda-se o parecer do Servico de
Vigilancia Sanitaria (SSV/DFA/MAPA). Obtida a permissao de importacao, o
numero da mesma deve ser digitado em uma etiqueta (Permit Label) de
importacao, a qual deverd ser enviada para que o exportador em anexo
externamente ao volume, juntamente com o Certificado Fitossanitario
Internacional (VEIGA, 2006).

4.1. Curadoria de germoplasma

As curadorias nada mais sao que um instrumento de gestao de recursos
genéticos, onde cada curador é responsavel pelo germoplasma de uma familia,
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género, ou espécie, até mesmo por um herbério, o qual se compromete pela
busca de identificacdo, conservacao, regeneracao, incremento, intercambio e
caracterizacao dos acessos. Os dados resultantes deste trabalho dos curadores
sdo tabulados para uso em programas de computacao, servindo de instrumento
de gestdo para um grupo reduzido de pessoas que sdo denominados
coordenadores; estes se responsabilizam pelo fortalecimento da integracéo entre
os curadores, bem como auxiliam na busca de recursos estratégicos para a
viabilizacao das curadorias (VEIGA, 2006).

Um Sistema de Curadoria de Germoplasma funciona como uma rede onde a
integracéao e a articulacao dos Nucleos de Conservacédo, também denominados
Bancos de Germoplasma, com o Cenargen é realizada através de contatos entre
os Curadores de Germoplasma de produto (sediados no Cenargen) e os
Curadores de Bancos de Germoplasma (lideres dos projetos de pesquisa dos
Ndcleos de Conservacéao). O Curador de Germoplasma de Produtos tem as
atribuicdes de promover, acionar e acompanhar as atividades relativas a
conservacao, multiplicacdo e/ou regeneracao de germoplasma de produtos sob
sua responsabilidade e os Curadores dos Bancos tem a responsabilidade de
manter, multiplicar, regenerar e distribuir o germoplasma (MARIANTE et al.,
2000; WETZEL; BUSTAMANTE, 2000).

Este sistema é constituido por: a) uma geréncia de curadoria; b) curadorias de
germoplasma de produtos ou grupos de produtos; c) curadorias de bancos de
germoplasma de produtos; d) curadores "AD HOC" e da Rede de Bancos Ativos
(BAG). Estes bancos sdao manejados por pesquisadores altamente qualificados
para desenvolverem os trabalhos relativos ao enriquecimento (por coleta e/ou
introducdo), caracterizacao e avaliacdo e conservacao, a médio prazo, dos
recursos genéticos para uso nos trabalhos de melhoramento do produto (FREIRE
FILHO, 1988).

5. Consideracodes finais

A biotecnologia moderna apresenta novas possibilidades para a conservacao de
recursos genéticos de espécies vegetais. A utilizacdo de materiais geneticamente
melhorados corresponde a um ponto fundamental para o excelente desempenho
da atual agricultura. Portanto, a coleta e a introducao de materiais, a
conservacao e o intercambio, bem como, a caracterizacao e a avaliacdo de
germoplasma sao etapas indispensaveis a manutencao e a utilizacdo dos
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recursos genéticos. A conservacao oferece o suporte nas atividades
correlacionadas ao melhoramento genético e possibilita o intercambio de
germoplasma, em especial, a preservacao da variabilidade genética; enquanto a
caracterizacdo e a avaliacdao permitem o reconhecimento da qualidade e da
potencialidade do germoplasma sob os mais variados aspectos.

Portanto, observa-se que a execucao correta das atividades de melhoramento
genético é importante, pois, tais atividades sdo sempre dependentes da
variabilidade genética da qual se dispde - nesse caso, materiais conservados no
BAG. Isto permite, de forma eficaz, o intercambio de materiais entre paises,
com beneficiamento mutuo, tanto a para amplitude dos patriménios genéticos
quanto para o avanco das pesquisas em recursos genéticos.
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