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Introducéao

Os procedimentos requeridos para o manejo de
colecdes de germoplasma em bancos de sementes
estao estabelecidos para um grande ndmero de
espécies. Os padrdes para a conservacao de
germoplasma semente sdo praticamente os mesmos
para sementes ortodoxas, com pequenos ajustes
de acordo com a espécie botanica ou o genétipo.
As etapas adotadas em bancos convencionais

de germoplasma sementes sao beneficiamento,
determinacao do teor de 4gua, secagem, avaliacao
da qualidade do material e armazenamento em
temperaturas subzero que variam de -18 a -20°C
(FAO, 2013; HAY; PROBERT, 2013).

Os protocolos de criopreservacao existentes
para varias espécies sdao mais elaborados e
trabalhosos, pois estdo estabelecidos de acordo
com a espécie e/ou a estrutura a ser conservada
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(REED, 2008). Atualmente, as técnicas disponiveis
para a criopreservacao de estruturas vegetativas

e reprodutivas sao imersao direta em nitrogénio
liquido; vitrificacado; encapsulamento-vitrificacao;
vitrificacdo-encapsulamento-vitrificacao; pré-cultivo;
pré-cultivo-vitrificacao; gota-vitrificacao; e “cryo-
plates” (ENGELMANN; GONZALEZ-ARNAO, 2013).

Uma das etapas essenciais dos protocolos, em
funcédo da técnica adotada e da estrutura vegetal a
ser criopreservada, é a avaliacdo de sobrevivéncia
e integridade estrutural do material apds seu
armazenamento em nitrogénio liquido.

Assim sendo, devido a diversidade de espécies
utilizadas em praticas rotineiras do Laboratério

de Criobiologia Vegetal da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, foram estabelecidos
critérios para definir os conceitos de sobrevivéncia
e integridade estrutural, bem como aprimorar,
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adequar ou desenvolver as etapas dos protocolos de
criopreservacao. Dentre os critérios estabelecidos,
estao aqueles que sao utilizados nao sé para avaliar
a regeneracao dos explantes apés o congelamento,
como também para avaliar o desenvolvimento e a
capacidade de multiplicacdo do germoplasma.

Critérios
Primeiro critério

Identifica em que meio de cultura a regeneracao do
explante é mais robusta. Para espécies autéctones,
monocotiledéneas e dicotiledéneas, geralmente sao
testados os meios de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) e WPM acrescido de carvao vegetal
(LLOYD; MCCOWN, 1981) (Tabela 1). A maioria das
espécies apresenta regeneracdao mais robusta em
meio de cultura WPM acrescido de carvéao ativado
(Figura 1A, B, C).

Tabela 1. Composicdo dos meios de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD; MC-
COWN, 1981).

Reagente Formulacéo Concentragéo (mg.L")
MSs WPM
Macronutrientes
Nitrato de aménio NHsNOs 1,650 20
Nitrato de célcio Ca(NOs)24H20 - 27,8
Nitrato de potdassio KNO3 1,900 -
Sulfato de potéssio K2S04 0,170 49,5
Cloreto de célcio CaCl2.2H20 0,44 19,2
Sulfato de magnésio MgS04.7 H20 0,37 74,0
Fosfato de potassio KH2POa4 34,0
Micronutrientes
Acido bérico HsBOs 0,0062 1,24
Molibidato de sédio Na2Mo04.2H20 0,00025 0,05
Sulfato de manganés MnS04.4H20 0,0169 4,46
Sulfato de zinco ZnS04.5H20 0,0086 1,72
Sulfato de cobre CuS04.5H20 0,000025 0,05
lodeto de potéssio Kl 0,00083 -
Cloreto de cobalto CoCl2. 6H20 0,000025 -
FeEDTA
Sulfato de ferro FeS0s.7H20 | 0,0278 5,57
Na>-EDTA | 0,0373 7,45
Vitaminas e aminoécidos
Acido nicético 0,0005 0,1
Tiamina-HCL 0,0001 0,2
Piridoxina-HCL 0,0005 0,1
Glicina 0,002 0,4
L-cisteina 100 -
Outros componentes
Mio-inositol 0,1 20,0
Sacarose 30 20,0
Agar 8 6,0
Carvéo ativado 3 -

Figura 1. Germinacao de sementes de A: Clethra scabra (Clethra-
ceae), B: Dorstenia tenuis (Moraceae) e eixos embrionarios de C:
Butia eriospatha (Arecaceae), em meios de cultura MS e WPM

acrescido de carvao ativado.

Segundo critério

Considera como sobreviventes ao congelamento ape-
nas os explantes que apresentam formacéao de par-
tes aérea e radicular, estruturas essenciais as plantas
normais (Figura 2A, B). Estruturas amorfas, ainda
que clorofiladas e fridveis, como calo de batata-doce
(Figura 3), ndo sado consideradas como sobreviventes
ao nitrogénio liquido.

Figura 2. Plantulas normais de A: /Jpomoea batatas (Convolvulace-

ae) e B: Jatropha curcas (Euphorbiaceae) desenvolvidas em meio
de cultura.

Figura 3. Calo de /pomoea batatas (Convolvulaceae) desenvolvido

a partir de explante criopreservado.
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Terceiro critério

Identifica as melhores condicGes tanto para a rege-
neracdo (Figura 4A) quanto para o desenvolvimento
de plantas normais (Figura 4B) e a multiplicacdo des-
tas (Figura 4C). Gracas a multiplicacao, é possivel
dispor de material de qualidade e em quantidade para
testes com estruturas vegetativas.

Figura 4. Regeneracédo (A), desenvolvimento de plantula normal

(B) e multiplicacdo (C) de Clethra scabra (Clethraceae).

Quarto critério

Diferencia o tipo de dano sofrido pelo explante por
meio da anormalidade apresentada, assim como a
desuniformidade de desenvolvimento de plantas
normais. Na avaliacdo, explantes que apresentam
anormalidades estruturais ndo sdo considerados
sobreviventes; porém, plantas normais com desen-
volvimento assincrénico sdo consideradas como ex-
plantes sobreviventes, uma vez que esta caracteris-
tica € comum as espécies ndo domesticadas. Como
exemplo do quarto critério, a Figura 5A mostra uma
plantula normal de Genipa americana (Rubiaceae).

A Figura 5B mostra o desenvolvimento anormal da
parte aérea em G. americana devido a danos de con-
gelamento; na Figura 5C, a anormalidade apresenta-
da é decorrente de danos de desidratacdo. Os dois
explantes de Syagrus romanzoffiana (Arecaceae) sao
considerados como sobreviventes, embora tenham
desenvolvimento assincronico (Figura 5D).

Figura 5. A: Plantula normal de Genipa americana (Rubiaceae);

B: plantula anormal de G. americana com dano estrutural devido
ao congelamento; C: plantula anormal de G. americana com dano
estrutural devido a desidratacao; D: plantulas normais de Syagrus

romanzoffiana (Arecaceae) com desenvolvimento assincrénico.

Quinto critério

Identifica as melhores metodologias para o desenvol-
vimento de estruturas vegetativas e reprodutivas de
uma mesma espécie, como vitrificacdo e encapsula-
mento-desidratacdo ou imersao direta em nitrogénio
liguido. Como exemplo, tem-se a utilizacdo das téc-
nicas de vitrificacdo e encapsulamento-desidratacao
para a estrutura vegetativa de Maytenus ilicifolia
(Celastraceae) (Figura 6A) e o desenvolvimento de
plantula a partir desta estrutura (Figura 6B). Para
outras espécies de plantas, como Arachis magna
(Fabaceae), adotou-se a técnica de imersao direta
em nitrogénio liquido de sementes inteiras e o desen-
volvimento de plantulas a partir de sementes (Figura
7A) ou de eixos embrionarios excisados (Figura 7B)
destas.

Figura 6. A: Explante encapsulado de Maytenus ilicifolia (Celastra-

ceae); B: plantula desenvolvida a partir deste explante.
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Figura 7. Plantulas de Arachis magna (Fabaceae) desenvolvida a

partir de semente inteira (A) e de eixo embrionario (B).

Sexto critério

Estabelece como percentual minimo aceitavel de
regeneracao e desenvolvimento o valor de 50%, in-
dependentemente da técnica e do material utilizados
para a criopreservacao.

Conclusoes

Tais procedimentos tém assegurado maior precisao e

repetibilidade as atividades rotineiras do Laboratoério.
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