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Apresentação

 Açaí, araçá, baru, buriti, butiá, bacupari, bacuri, cagaita, cajá, caju, castanha-do-Brasil, chi-
cha, cupuaçu, goiaba, guariroba, ingá, jabuticaba, jatobá, jenipapo, mangaba, macaúba, maracujá, 
pitanga, pitomba, sapucaia, taperebá e uvaia são alguns exemplos de espécies frutíferas nativas 
com diversos sabores, aromas, formas e funções nutracêuticas. Essas espécies têm importância 
socioeconômica regional e/ou nacional e o extrativismo é a maneira mais comum de obtê-las, pro-
vocando desequilíbrio nos ecossistemas e comprometendo a manutenção e a regeneração de suas 
populações naturais. 

 A garantia de manutenção da variabilidade genética dessas espécies, para usos em ativida-
des de pesquisa que contemplam desde o manejo de populações nativas, a seleção de genótipos 
promissores, o melhoramento e o cultivo comercial somente será possível por meio da conservação 
de germoplasma. Algumas espécies de fruteiras que constam nesta publicação possuem sementes 
intolerantes à dessecação e sensíveis ao congelamento, o que inviabiliza a conservação em banco 
convencional de conservação de sementes em câmaras frias a -20 °C. 

 Desde a década de 1990, a equipe do Laboratório de Criobiologia Vegetal da Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia tem utilizado a criopreservação em nitrogênio líquido como al-
ternativa para a conservação ex situ em longo prazo de espécies nativas com sementes ortodoxas, 
recalcitrantes ou intermediárias. Neste documento, são apresentadas as técnicas de criopreserva-
ção desenvolvidas para essas espécies, tais como, desidratação e congelamento rápido, encapsu-
lamento e desidratação, vitrificação, gota-vitrificação e crio-placas. 

 Ao desenvolver e aplicar as metodologias adequadas para a conservação das fruteiras na-
tivas, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia cumpre seu papel de estudar e manter o 
germoplasma de recursos genéticos de interesse atual ou potencial para a sociedade brasileira.

José Manuel Cabral de Sousa Dias
Chefe-geral
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Introdução

 As espécies de fruteiras nativas, pelas variedades de sabores e funções nutracêuticas, têm 
importante apelo socioeconômico regional e nacional (Volpato et al., 2015; Maia, 2018). Sementes 
de muitas dessas espécies apresentam comportamento fisiológico ortodoxo, compatível com as 
condições convencionais para a conservação de germoplasma em longo prazo. Essas condições 
requerem sementes dessecadas a baixos teores de água (≤ 8%, com base na massa fresca) e to-
lerantes à temperatura de -20 °C (Salomão et al., 2015; Food Agriculture Organization of the United 
Nation, 2018).

 Contudo, há espécies de fruteiras nativas que possuem sementes recalcitrantes, as quais, 
via de regra, não toleram desidratação abaixo de 20% de umidade e são extremamente sensíveis 
às temperaturas subzero. Outras espécies possuem sementes classificadas como intermediárias, 
pois toleram desidratação para teores de água relativamente baixos (≥ 12%, com base na massa 
fresca), porém sofrem danos irreversíveis quando expostas às temperaturas subzero. Assim, as 
alternativas para a conservação ex situ do germoplasma dessas espécies restringem-se em mantê-
-las a campo em coleções e bancos ativos de germoplasma, armazenar suas sementes por curtos 
períodos de tempo (até 12 meses, com perdas expressivas de viabilidade) em baixas temperaturas 
(5 °C a 15 °C) e manter seus explantes em condições de crescimento mínimo in vitro (Salomão, 
Santos, 2000; Salomao, et al., 2015;  Santos, Salomão, 2007).

 Além disso, o extrativismo ainda é a atividade predominante para a obtenção e utilização 
da maioria das espécies de fruteiras nativas. A garantia de manutenção da variabilidade genética 
dessas espécies para usos atuais e futuros somente será possível por meio da conservação de seu 
germoplasma. 

 A criopreservação tem sido proposta como método eficiente, econômico e seguro para a 
conservação de espécies de planta que, via de regra, não estão fisiologicamente capacitadas para 
permanecerem viáveis em banco de germoplasma convencional, -18 °C ou -20 °C (Jenderek; Reed, 
2017). Estudos realizados nas últimas décadas resultaram em grande avanço na criopreservação 
de células e sistemas vegetais. Porém, a diversidade de espécies de plantas tropicais e de res-
postas entre as diferentes espécies, ou mesmo entre diferentes tecidos de uma mesma espécie, 
dificultam a generalização e o desenvolvimento de um protocolo de caráter universal (Reed, 2017; 
Vollmer et al., 2017). No entanto, existem abordagens técnicas baseadas na vitrificação (desseca-
ção seguida de congelamento rápido) que podem ser utilizadas para melhorar a eficiência e aumen-
tar a aplicabilidade da criopreservação para a conservação de germoplasma de espécies vegetais 
(Zeliang; Pattanayak, 2012). 

 O objetivo desse documento é divulgar as informações concernentes às técnicas de criopre-
servação de algumas espécies de fruteiras nativas que ocorrem  em todos os biomas do território 
nacional.
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Princípios da criopreservação

 Para cada tipo de material biológico, há um conjunto de condições intrínsecas (caracterís-
ticas fisiológica, morfoanatômica, molecular, genética, entre outras) e extrínsecas (por exemplo, 
velocidades de dessecação, congelamento, descongelamento) que garante o sucesso da criopre-
servação (Gonzaléz-Arnao et al., 2014).

 O tamanho e o estádio de desenvolvimento da estrutura a ser criopreservada interferem na 
viabilidade do material após sua exposição ao nitrogênio líquido (NL). Essas duas características 
devem ser igualmente consideradas para a escolha das condições em que o material será regene-
rado após a exposição ao NL (Raseira; Einhardt, 2010). Quanto menor for a estrutura, mais rápida 
é sua desidratação e maiores são as chances de sobrevivência após as etapas de dessecação 
e congelamento. Isso porque, estruturas juvenis e pequenas são pouco vacuoladas, têm baixo 
teor de água intracelular e citoplasma denso quando comparadas às estruturas bem diferenciadas 
(González-Arnao; Engelman, 2013). 

 A desidratação é tida como um fator crítico no processo de criopreservação. Recomenda-
se que, durante o dessecamento, seja removida a água livre e não a água de ligação das células. 
Existem, para cada tipo de célula, dois limiares de desidratação, o inferior e o superior,  além dos 
quais as estruturas celulares sofrem danos irreversíveis. Esses limiares são testados e definidos de 
acordo com a espécie e o explante utilizados. Quando a desidratação é inapropriada, os danos mais 
comuns são perda da compartimentação celular, alterações metabólicas das estruturas fosfolipídi-
cas, da conformação e configuração molecular da água, falência respiratória e da síntese de pro-
teínas, rompimento e perda da integridade das membranas (tonoplasto e plasmalema), alterações 
na velocidade de absorção de água e comprometimento da regeneração do material, anomalias no 
sistema radicular, maior ocorrência de processos oxidativos e acúmulo de radicais livres e redução 
ou inexistência de processos protetores (Benson, 2008a; Salomão et al., 2015). Agrega-se a isso, 
o fato  de os processos oxidativos serem constantes em sementes com comportamento fisiológico 
recalcitrante para fins de conservação (Berjak; Pammenter, 2013).

 Um grande desafio para a criogenia de espécies vegetais tropicais é que suas estruturas, 
extremamente hidratadas, não são naturalmente tolerantes ao congelamento. Independentemente 
do tipo de sistema vegetal, não há um teor de água específico para evitar danos de congelamento 
e descongelamento. A proporção de danos de congelamento depende da quantidade de água livre 
no sistema e da ocorrência de cristalização dessa água, durante as etapas de congelamento e des-
congelamento. As taxas de congelamento e descongelamento são testadas de forma a estabelecer 
protocolos passíveis de ajustes em função da técnica adotada, do tipo de estrutura e da espécie 
a ser criopreservada. Quando as velocidades de congelamento e de descongelamento são inade-
quadas, ocorrem eventos críticos ou letais para o material biológico. Durante o congelamento, são 
formados pequenos e irregulares cristais de gelo intracelulares, aumentando progressivamente as 
concentrações de solutos, que desequilibram o potencial osmótico celular, provocando a ruptura de 
membranas e a morte celular. Adicionalmente, durante o descongelamento, pode ocorrer a agre-
gação desses cristais de gelo resultando na retração celular, na exposição a altas concentrações 
salinas e na cristalização de solutos, o que leva à perda do material (González-Arnao et al., 2014). 
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Técnicas de criopreservação

 Suspensões celulares, calos, gemas apicais e laterais, meristemas, eixos embrionários, em-
briões zigóticos / somáticos e sementes podem ser utilizados para a conservação em condições 
criogênicas. As características morfológicas, anatômicas, químicas, como a síntese de compostos 
fenólicos e fisiológicas, por exemplo, grau de tolerância à desidratação e de sensibilidade ao con-
gelamento das sementes ou outras estruturas de espécies vegetais determinam qual a técnica 
apropriada para sua criopreservação.

 Atualmente, as técnicas disponíveis para a criopreservação de estruturas vegetativas e re-
produtivas são dessecação e congelamento rápido; encapsulamento-desidratação; vitrificação; en-
capsulamento-vitrificação; pré-cultivo; pré-cultivo-vitrificação; gota-vitrificação e crio-placa (Marco-
Medina; Serrano-Martínez, 2012). Os diferentes protocolos baseados em vitrificação e a combinação 
de técnicas de vitrificação e encapsulamento foram desenvolvidos para a criopreservação de célu-
las em suspensão e estruturas vegetais, mais complexas como ápices caulinares e meristemáticos, 
embriões somáticos e zigóticos, eixos embrionários e sementes pequenas. (Gonzalez-Arnao et al. 
2008; Benson, 2008 (b); Yamamoto et al., 2011, 2012).

Criopreservação de germoplasma de fruteiras nativas

 Na Tabela 1, estão listadas as estruturas para congelamento e regeneração e as possíveis 
técnicas a serem adotadas para a criopreservação de algumas espécies frutíferas nativas. 

 A equipe do Laboratório de Criobiologia Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e 
Biotecnologia adota alguns procedimentos padrões para o estabelecimento de protocolos de criopre-
servação. Na primeira fase desse processo, identifica-se o meio de cultura mais favorável ao de-
senvolvimento do material biológico. São testados para germinação de sementes, multiplicação de 
segmentos nodais e regeneração de gemas axilares, ápices caulinares, embriões zigóticos e eixos 
embrionários os meios de culturas MS 62 – Murashige e Skoog (Murashige; Skoog, 1962) e WPM 
– Wood Plant Medium (Lloyd; McCown, 1981), não acrescidos de reguladores de crescimento. Para 
a maioria das espécies, o meio de cultura WPM tem sido mais eficiente. Por ser suplementado com 
carvão ativado, as perdas devido ao processo oxidativo de estruturas vegetativas e reprodutivas 
são reduzidas. 

 A exemplo disso, tem-se  a germinação, a multiplicação e a regeneração em meio de cultura 
WPM das espécies Eugenia brasiliensis e E. dysenterica (Figura 1), Hancornia speciosa  (Figura 2), 
Salacia crassifolia. (Figura 3) e Talisia esculenta  (Figura 4) e Euterpe precatoria (Figura 5), as quais 
possuem sementes recalcitrantes.
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Figura 1. Eugenia brasiliensis Lam.: frutos (A) e germinação in vitro (B); Eugenia dysenterica DC.: 
fruto (C) e multiplicação in vitro de explantes (D). Fotos: Antonieta Nassif Salomão.

Figura 2 . Hancornia speciosa Gomes : frutos (A) e regeneração in vitro de segmento nodal (B). 
Fotos: Antonieta Nassif Salomão
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Figura 3. Salacia crassifolia (Mart. ex Schult.) G.Don.: frutos (A) e regeneração in vitro de segmento 
nodal (B). Fotos: Antonieta Nassif Salomão

Figura 4. Talisia esculenta (A. St. Hill.) Radlk: frutos (A) e germinação in vitro (B). Fotos: Antonieta 
Nassif Salomão
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Figura 5. Euterpe precatoria Mart.: desenvolvimento de plântulas a partir de embriões zigóticos 
excisados de endocarpos previamente congelados. Fotos: Antonieta Nassif Salomão

 Embriões zigóticos de Theobroma speciosum  (Figuras 6) são igualmente germinados in 
vitro. Esses embriões com cotilédones de coloração marrom são espessos, corrugados e o eixo 
hipocótilo radicular é parcialmente exposto (Santos, 2003). A excisão do eixo hipocótilo radicular 
resulta em intenso processo oxidativo. Assim sendo, para a criopreservação dessa espécie são 
utilizadas estruturas vegetativas.

Figura 6. Theobroma speciosum (Willd. 
ex Spreng.) K. Schum: fruto aberto (A) e 
embriões zigóticos com eixos hipocóti-
lo radiculares parcialmente expostos (B). 
Fotos: Antonieta Nassif Salomão
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 Para algumas espécies que possuem sementes recalcitrantes, devido a suas dimensões, a 
germinação é conduzida em substrato rolo de papel. As estruturas vegetativas são isoladas de suas 
plântulas e introduzidas in vitro para a multiplicação do material. Eugenia bimarginata e Lecythis 
pisonis são exemplo de espécies em que esse procedimento é adotado (Figuras 7 e 8).

Figura 7. Eugenia bimarginata DC.: sementes (A), plântulas (B). Fotos: Antonieta Nassif Salomão

Figura 8. Lecythis pisonis Cambess: sementes (A) e plântulas (B). Fotos: Antonieta Nassif Salomão

 Conforme apresentado na Tabela 1, algumas espécies, com sementes recalcitrantes, 
já possuem protocolos de criopreservação definidos, são elas: Hancornia speciosa, Acrocomia 
aculeata, Bactris gasipaes, Butia capitata (Figura 9), B. eriospatha (Figura 10), Euterpe edulis, 
E. oleracea, Syagrus romanzoffiana (Figura 11), Inga vera e Eugenia dysenterica. Sementes de 
Genipa americana, com comportamento fisiológico intermediário para fins de conservação, já têm 
igualmente a técnica de criopreservação estabelecida (Figura 12, Tabela 1).
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Figura 9. Butia capitata (Mart.) Becc.: endocarpos (A), sementes (B), início da regeneração de em-
brião zigótico excisado de endocarpo previamente congelado em nitrogênio líquido  (C) e plântula 
formada desse embrião zigótico (D). Fotos: Antonieta Nassif Salomão

Figura 10. Butia eriospatha (Mart. ex Drude) Becc.: endocarpos (A), desenvolvimento de plântulas 
a partir de embriões zigóticos excisados de endocarpos previamente congelados em nitrogênio 
líquido (B). Fotos: Antonieta Nassif Salomão
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Figura 11. Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman: endocarpos (A), desenvolvimento de plântu-
las a partir de embriões zigóticos excisados de endocarpos previamente congelados em nitrogênio 
líquido (B). Fotos: Antonieta Nassif Salomão

Figura 12. Genipa americana L.: início do desenvolvimento de plântula (A) e plântulas desenvol-
vidas (B) a partir de eixos embrionários excisados de sementes submetidas ao congelamento em 
nitrogênio líquido. Fotos: Izulmé Rita Imaculada Santos

 As sementes das demais espécies da família botânica Arecaceae listadas na Tabela 1 apre-
sentam comportamento recalcitrante para fins de conservação (José et al., 2012; Ferreira, 2018). 
Na segunda fase do estabelecimento de protocolos de criopreservação, são feitos testes prelimina-
res com essas espécies, os quais consistem em dessecação de endocarpos seguindo-se com seu 
congelamento rápido. A regeneração, após descongelamento, é conduzida excisando-se o embrião 
zigótico e transferindo-o para recipiente contendo meio de cultura WPM (Tabela 1). Essa técni-
ca tem se mostrado promissora para a conservação em condições criogênicas dessas espécies. 
Apesar de seus  embriões zigóticos serem pequenos com tamanhos variando de 2 a 5 mm, é possí-
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vel isolá-los, pois suas formas permitem diferenciá-los das estruturas que os envolvem. Astrocarium 
spp. e Euterpe spp. têm embriões cônicos, Maximiliana maripa tem embriões levemente curvados, 
embriões de Orbygnia phalerata são capitados e os de Syagrus spp. são retos (Mendonça; Araújo, 
1999; Aguiar; Mendonça, 2003; Batista, 2009; Carvalho et al., 2015; Santos-Moura et al., 2016; 
Barros et al., 2018).

 As outras espécies que possuem sementes recalcitrantes são Platonia insignis, Dyospiros 
sericea, Inga spp., Bertholetia excelsa, Lecythis pisonis, Theobroma grandiflorum, Campomanesia 
spp., Eugenia spp., Myrciaria spp. Para essas espécies, as técnicas de criopreservação estão igual-
mente em desenvolvimento, porém as mais promissoras foram gota-vitrificação, crio-placa, encap-
sulamento-desidratação e vitrificação (Tabela 1).

 Para as espécies com sementes recalcitrantes, independentemente da família botânica, 
consta na Tabela 1 a citação de trabalhos que trazem informações importantes com vistas ao esta-
belecimento de protocolos de criopreservação.  

 As espécies Psidium guajava, Dipteryx alata, Hymenaea sp. Spondias mombim, S.  tubero-
sa, S. macrocarpa, Byrsonima basiloba e Vitex polygama possuem sementes de comportamento 
ortodoxo para fins de conservação (Figuras 13 a 17). A técnica de criopreservação utilizada para 
essas espécies consiste em dessecar suas sementes ou endocarpos e congelá-los rapidamente, 
por imersão direta em nitrogênio líquido. A regeneração, após descongelamento, é feita por meio da 
germinação (Tabela 1). 

 Essa técnica é igualmente adotada para as demais espécies com sementes ortodoxas, 
Anacardium spp., Bromelia antiacantha, Melancium campestre, Sterculia spp., Acca sellowiana, 
Psidium cattleianum, Passiflora setacea e Ziziphus joazeiro (Tabela 1). 

Figura 13. Psidium guajava L.: fruto (A) 
e sementes (B). Fotos: Antonieta Nassif 
Salomão
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Figura 14. Dipteryx alata Vogel: frutos (A) e sementes (B). Fotos: Antonieta Nassif Salomão

Figura 15. Hymenaea sp.: flor e frutos em estágio inicial de desenvolvimento (A), frutos verdes (B), 
fruto maduro (C) e sementes (D). Fotos: Antonieta Nassif Salomão
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Figura 16. Endocarpos de Spondias mombin L. (A) e de Spondias tuberosa A. (B), usados para 
criopreservação e regeneração dessas espécies e plântula de Spondias macrocarpa Engle após 
congelamento dos endocarpos em nitrogênio líquido (C).  Fotos: Antonieta Nassif Salomão

Figura 17. Endocarpos de Byrsonima basiloba A. Juss.(A) e Vitex polygama Cham. (B), usados 
para a criopreservação e a regeneração dessas espécies. Fotos: Antonieta Nassif Salomão
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Considerações finais
 As técnicas para a conservação em condições criogênicas são definidas de acordo com as 
características de cada espécie, uma vez que seus requerimentos são específicos. Devido a isso, 
não se tem universalidade de protocolos. 

 Assim sendo, a equipe do Laboratório de Criobiologia Vegetal considera além desses reque-
rimentos, os fatores eficácia, exequibilidade, repetibilidade, reprodutibilidade e custos como funda-
mentais na consolidação dos protocolos para a criopreservação de plantas.
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