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Apresentacao

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia mantém em seu Banco Genético, de acordo com
os padrdes mundiais de conservagao, o banco convencional de germoplasma-semente, o banco
in vitro e o banco criogénico.

A criopreservagao € a unica técnica disponivel atualmente para a preservagao em longo prazo
do germoplasma de espécies de plantas que sao propagadas vegetativamente ou que possuem
sementes nao longevas, recalcitrantes ou intermediarias. Para essas espécies, as metodologias
convencionais usadas em bancos de germoplasma-semente e in vitro ndo sao eficientes para sua
preservagdo em longo prazo.

A criopreservagao compreende a conservagao de material biolégico a temperaturas ultrabaixas,
geralmente em nitrogénio liquido a -196 °C, ou em sua fase de vapor a -150 °C. Essa metodologia
alcangou grande progresso nos ultimos trinta anos com o desenvolvimento de protocolos para
mais de cem espécies vegetais.

Para a conservacao em condi¢des criogénicas, os protocolos sao ajustados ou estabelecidos, de
acordo com a espécie ou 0 gendtipo ou o ecotipo, bem como da estrutura a ser utilizada. Isso faz
com que as distintas técnicas de criopreservagéo sejam mais elaboradas e aprimoradas, pois sao
espécie-especificas e visam estabelecer critérios que garantam n&o sé a sobrevivéncia do material,
mas também, sua integridade estrutural e funcional.

Este documento visa divulgar a criopreservacao e informar a comunidade cientifica brasileira
envolvida com conservacao de germoplasma vegetal sobre as vantagens de adota-la e sua potencial
aplicabilidade para os recursos genéticos de plantas. Dessa maneira, é feita uma abordagem
abrangente do estado do conhecimento atual na area de criopreservacgéao, das técnicas mais
comumente utilizadas e de seus principios biolégicos, biofisicos e bioquimicos fundamentais para
o entendimento e o desenvolvimento dessa metodologia.

Marcelo Lopes da Silva
Chefe-Geral da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Introducao

A medida que a populagdo mundial aumenta, as fronteiras agricolas e urbanas se expandem
ocupando o habitat natural de numerosas espécies de plantas e animais (Stushnoff; Seufferheld,
1995). Este fendmeno vem causando rapida e profunda erosao da diversidade genética em
populagdes de espécies de plantas nativas ou mesmo provocando sua extingao (Villalobos et al.,
1991). A erosao genética tem ocorrido também devido a substituicdo de cultivares domésticas e
racas locais (“landraces”), selecionadas por pequenos agricultores, comunidades quilombolas
e povos indigenas devido a seu valor nutricional, resisténcia a doencas e estresses ambientais,
ou pelo valor cultural, por cultivares melhoradas que possuem diversidade genética mais restrita
(Villalobos et al., 1991).

A conservacao de germoplasma como uma atividade cientifica foi proposta nos anos 70 como uma
medida de prevencao deste processo de erosao genética e para o melhoramento da produtividade
agricola (International Board for Plant Genetic Resources, 1993). A conservacao de germoplasma
de racas locais, cultivares domésticas, variedades tradicionais e parentes silvestres de espécies
agronO6micas tem sido uma das mais importantes areas de pesquisa no campo da botanica desde
entdo. Seu principal objetivo € o desenvolvimento de técnicas para a conservagao em longo prazo
da variabilidade genética dessas espécies com a maxima integridade genética e bioldgica possivel
(Bajaj, 1995).

Existem duas estratégias basicas de conservagao: a in situ e a ex situ (Consultative Group on
International Agricultural Research, 1993). A conservacgao in situ refere-se a manutencao das espécies
selecionadas no seu habitat natural em parques, reservas bioldgicas ou reservas ecoldgicas. Um
importante componente da conservacgao in situ € manejo on farm das espécies realizado pelos
povos indigenas, comunidades tradicionais e por agricultores familiares. A conservagéao ex situ
mantém as espécies vegetais fora do seu ambiente natural, em cole¢des de plantas no campo, em
bancos de sementes, em colegdes de plantulas em bancos in vitro ou em colegdes criogénicas.

Sementes sdo a forma mais comum de conservagao ex situ, ja que esta é a unidade de propagacgao
natural para a maioria das espécies de plantas superiores. Muitas espécies produzem sementes
ortodoxas, isto €, sementes que podem ser desidratadas entre 3% e 7% do teor de umidade inicial
e armazenadas em camaras frias com temperatura de aproximadamente -18°C (Roberts, 1973).
Nestas condicdes a longevidade das sementes pode ser prolongada por muitas décadas de forma
previsivel e por esta raz&o, estas condigcdes de armazenamento s&o adotadas pela maioria dos
bancos de germoplasma.

Varias outras espécies de plantas necessitam de procedimentos de conservacgao alternativos. Este
€ 0 caso de espécies que se reproduzem exclusivamente por propagacgao vegetativa porque: a) ndo
produzem sementes viaveis; b) apresentam intensa heterozigosidade ou elevada segregacgao, o
que pode resultar na expressao de caracteres indesejaveis na populacao; c) sdo espécies arboreas
de grande porte que demoram muitos anos para passar do estadio juvenil para o estadio adulto
reprodutivo. No caso dessas espécies, € mais apropriado conservar outro propagulo que néo a
semente em bancos de germoplasma in vitro ou a planta em bancos no campo. Tais procedimentos
sao eficientes para a conservacao de colecdes por curto e médio prazos.

A possibilidade de obter plantas inteiras a partir de células isoladas, tecidos e 6rgéos de plantas,
usando técnicas de cultura de tecidos, levou ao estabelecimento dos bancos de germoplasma in
vitro. Esta técnica foi concebida para ser uma alternativa para a conservacao de espécies com
sementes recalcitrantes, intermedidrias ou propagadas vegetativamente (Engelmann, 1991; Kartha,
1985). A conservagao in vitro envolve a manutengao de culturas em crescimento ativo por meio de
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subcultivos periodicos de apices caulinares, brotagdes e segmentos nodais. Este método tem sido
aplicado com sucesso para a conservacao de numerosas espécies de importancia econémica tais
como: café (Coffea arabica L.), morango (Fragaria spp.), banana (Musa spp.), mandioca (Manihot
esculenta Crantz), batata (Solanum spp.), batata-doce (Ipomea batatas) e videiras (Vitis spp.)
(Bajaj, 1995). Altas taxas de multiplicagao, produgéo de matrizes livres de patdégenos, redugao
da erosao genética, reducdo de demanda por espaco, reducdo de custos com mao de obra, e
simplificagdo do intercambio internacional de germoplasma, sdo algumas das vantagens de um
banco de germoplasma in vitro (Engelmann, 1991; Stushnoff; Seufferheld, 1995). Entretanto, existem
desvantagens relacionadas principalmente a necessidade de frequentes subculturas, tais como
a possibilidade de erros de identificagao e contaminagdo com micro-organismos e necessidade
de instalagbes e mao de obra especializada para a manutencao da colegcdo de germoplasma.
Além disto, a conservacao in vitro, sob condi¢des de crescimento lento, assegura a conservagao
do germoplasma vegetal somente por curtos periodos (seis a doze meses), dependendo do
procedimento ou da espécie de planta.

A conservacdo em bancos a campo apresenta como desvantagens alto custo em fungao da area
requerida para manter a colegcéo de germoplasma e da mé&o de obra exigida para realizar agdes
de manutencgao da colegado, como poda, controle de pestes, pragas e ervas daninhas, polinizagao,
propagacao, fertilizacao, entre outros. Igualmente preocupante é o fato de que plantas conservadas
no campo estdo vulneraveis ao ataque de pragas e doencgas e a desastres climaticos, os quais
podem subitamente dizimar parte ou mesmo toda a colecao (Engelmann, 1991; Stushnoff, 1987).
Além disto, a manutencdo de gendtipos diferentes em um sé local pode expor algumas linhagens
a severo estresse fisioldgico, causando redug&o no vigor e mesmo morte das plantas.

A criopreservagao tem sido proposta como método eficiente, econdmico e seguro para a conservagao
de espécies de planta que, nao estao fisiologicamente programadas para a conservagao nas
condi¢bes descritas acima (Jenderek; Reed, 2017). Sementes de numerosas espécies arboreas
e arbustivas, nativas de regides tropicais e subtropicais, € mesmo muitas espécies cultivadas de
importancia econdmica tais como dendé (Elaeis oleifera [Kunth.] Cortes), coco da Bahia (Cocos
nucifera L.), borracha (Hevea brasiliensis M. Arg.) e cacau (Theobroma cacao L.) sdo danificadas
e perdem a viabilidade quando armazenadas em baixas temperaturas ou temperaturas subzero.
Essas sementes sdo chamadas recalcitrantes (Roberts, 1973; Roberts; Ellis, 1989).

Existem ainda outras espécies de plantas (Coffea spp., Citrus spp.) cujas sementes podem
tolerar desidratacao a niveis relativamente baixos de teor de umidade, mas s&o danificadas por
exposicao a temperaturas abaixo de zero quando estado secas. Sementes que apresentam este
comportamento sdo classificadas como intermediarias (Ellis et al., 1990; 1991). A metodologia
convencional estabelecida para a conservacao de sementes ortodoxas nao pode ser aplicada a
sementes recalcitrantes ou intermediarias, e por isto métodos de conservagao alternativos sao
necessarios (Engelmann, 1991; 1997). Esses métodos devem ser eficientes e garantir sistema de
conservagao em longo prazo para estruturas organizadas, com alta estabilidade genética e biologica
de espécies propagadas vegetativamente e as com sementes recalcitrantes ou intermediarias.

Na atualidade a criopreservacao € a unica técnica capaz de atender estes pré-requisitos.
Criopreservacgao € definida como a conservagao de material biolégico em nitrogénio liquido a -196
°C, ou em sua fase de vapor a -150 °C (Kartha, 1985). Nos ultimos trinta anos numerosos relatos de
criopreservacgao de plantas de propagacao vegetativa, cereais e gramineas, plantas ornamentais,
frutiferas tropicais e temperadas, leguminosas e oleaginosas, estimulantes, medicinais e aromaticas,
entre outras, foram publicados na literatura (Tabelas 1 e 2). Diferentes técnicas foram utilizadas
em cada caso, incluindo a criopreservacao de protoplastos, suspensdes celulares, calos, gemas
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apicais e laterais, meristemas, sementes, embrides somaticos e zigéticos e produtos biotecnolédgicos
(culturas produtoras de metabdlitos secundarios de interesse econdmico e linhagens celulares
geneticamente modificadas), conforme exemplificado na Figura 1 (Yongjie et al., 1997; Sakai, 1995;
Stushnoff; Seufferheld, 1995).

A capacidade de tecidos vegetais sobreviverem a criopreservacao depende da sua tolerancia
a desidratacao e a temperatura do nitrogénio liquido (-196°C). Por isto, o desenvolvimento de
um protocolo de criopreservagao requer conhecimento de mecanismos bioquimicos e biofisicos
associados com a resposta dos tecidos a desidratagao e ao congelamento (Stushnoff; Seufferheld,
1995). Os unicos estados fisicos existentes abaixo de aproximadamente -130°C sdo o estado
cristalino ou o estado vitreo, e em ambos a viscosidade € muito elevada, a difusdo é considerada
insignificante (dependendo da escala de tempo da armazenagem), a energia cinética molecular é
muito baixa e reagdes metabdlicas impulsionadas por energia térmica ocorrerdo muito lentamente
ou serdo paralisadas completamente (Kartha, 1985). Portanto, a temperatura do nitrogénio liquido
(NL) a viabilidade durante o armazenamento pode ser estendida por muitos anos e alta estabilidade
genética pode ser mantida (Stushnoff; Seufferheld, 1995).

Nesta publicacao serdo apresentadas as técnicas mais utilizadas para a criopreservagao de plantas.

Fotos: Izulmé Rita Imaculada Santos

Figura 1. Exemplos de estruturas vegetais que podem ser criopreservadas: A -sementes inteiras;
B - embrides zigoéticos; C - segmentos nodais de plantulas em crescimento in vitro contendo
uma gema axilar (circundada em vermelho); D apice caulinar com aproximadamente 4 mm de
comprimento, formado por segmento de caule e regido meristematica envolta por dois pares de
primérdios foliares.
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Técnicas de Criopreservacgéao

O aprimoramento das técnicas de criopreservacgao iniciadas no final do século XIX permitiu que,
atualmente, varios organismos e estruturas biolégicas sejam conservados por tempo indefinido e
de maneira a deter quase completamente seu metabolismo basal.

Alguns fatores determinam o sucesso da criopreservagdo como a adequagao da técnica (uso de
crioprotetores, taxas de congelamento e descongelamento, condigdes de regeneragao) ao tipo de
material (tamanho, estadio de desenvolvimento, habilidade para tolerar estresses hidrico e térmico)
a ser conservado.

As técnicas disponiveis atualmente para a criopreservacao estdo embasadas nos principios
classicos, em que a dessecagao do material é feita por meio do congelamento lento e moderno,
em que se adota o processo de vitrificacdo, do qual derivaram-se outros processos (Marco-Medina;
Serrano-Martinez, 2012).

A seguir serao descritos os principios e os procedimentos concernentes a cada técnica.
Os procedimentos devem ser ajustados de acordo com as especificidades da espécie em estudo.

Congelamento lento (metodologia classica)

Os primeiros protocolos de criopreservacgao de tecidos vegetais eram baseados no congelamento
lento. Esta técnica envolve o congelamento lento até uma temperatura previamente definida
(temperatura de pré-congelamento, por volta de -40°C) a uma velocidade de congelamento definida
(1 a 10°C/hora), usando um congelador programavel seguida de imersao direta em nitrogénio liquido
(Engelmann, 1997). Este método foi baseado nos eventos fisico-quimicos que ocorrem durante
o processo de congelamento, os quais foram descritos por Mazur (1963; 1969). A medida que a
temperatura decresce aproximando-se de 0°C, a célula e seu meio externo inicialmente atingem
um estado de super-resfriamento (“supercooling”) e posteriormente, ocorre a formagao de gelo no
meio extracelular. O conteudo da célula super-resfriada permanece descongelado possivelmente,
porque a parede celular e a membrana plasmatica agem como barreiras, prevenindo que os cristais
de gelo presentes nos espacos intercelulares penetrem a célula e desencadeiem o congelamento
do citoplasma. Os eventos fisicos subsequentes irdo depender da velocidade de congelamento.
Se o0 congelamento ocorre lentamente, a célula supercongelada perde agua porque a pressao
de vapor da agua na célula excede aquela do exterior celular congelado, e com a progressiva
reducao da temperatura a agua se difunde do interior das células para a solugao extracelular e
€ convertida em gelo na superficie das células ou entre o protoplasto e a parede celular. Como
resultado, a concentragcédo da solugao celular aumenta e a célula perde turgor. Esse fenédmeno
€ chamado de desidratacao induzida por congelamento (“freeze-induced desiccation”). Em tais
casos, a célula desidrata-se reduzindo a um minimo, ou removendo completamente a agua livre,
evitando a formagéao de gelo em seu interior. Quando o potencial hidrico das células parcialmente
desidratadas se iguala aquele do gelo extracelular, um equilibrio é estabelecido e desidratacéo
adicional ndo ocorrera contanto que a temperatura permaneca constante. Por outro lado, se a
célula for congelada muito rapidamente a desidratagdo por congelamento nao ocorre, as células
se tornam cada vez mais super-resfriadas e eventualmente, a solugao intracelular, que contém alto
teor de agua livre, congela-se formando cristais de gelo e causando injuria mecanica as ceélulas
(Steponkus; Webb, 1992).

Apos o descongelamento rapido as células intactas podem reabsorver agua e ganhar turgor
novamente (Sakai; Larcher, 1987). Entretanto, se as células sdo desidratadas em excesso elas
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podem ser danificadas pela exposi¢cao aos efeitos nocivos da concentracao elevada dos eletrélitos
celulares (efeitos de solugao). Em condigdes experimentais apropriadas, quando as células atingem
a temperatura de pré-congelamento, a maior parte da agua congelavel ja escapou para se tornar
gelo no meio externo e a exposig¢ao a temperatura do nitrogénio liquido tem muito pouco efeito
adverso (Kartha, 1985; Sakai, 1995).

O método de congelamento lento € um procedimento complexo no qual a concentracéo de
crioprotetores, o tempo de exposi¢cdo aos crioprotetores, a velocidade de congelamento e a
temperatura de pré-congelamento tém um papel critico na preservagao da viabilidade do material.
Além disso, € um método com alto custo, que requer precisos ajustes do congelador programavel,
pode causar desidratagao excessiva do material bioldgico e é de dificil utilizagcdo com espécies
tropicais.

I. Descrigao das etapas do procedimento de congelamento lento

1. Materiais necessarios:

Material vegetal: suspensdes celulares, calos, apices caulinares;

Instrumentos, utensilios e equipamentos: bisturi, cabine de fluxo laminar, canisters, canulas,
criotubos, papel filtro, pincas, pipetas plasticas de Pasteur e de vidro, agitador magnético,
congelador programavel, microscopio estereoscoépico, nitrogénio liquido e outros.

2. Meios de cultura e solugoes:

* O meio de cultura MS-62 (Murashige; Skoog, 1962) sélido ou liquido é usado para a introdugéo
e multiplicagcdo de explantes antes do congelamento em NL e sua regeneracao apos o
congelamento;

» Os crioprotetores comumente adotados sao glicerol, etileno glicol, propileno glicol, sacarose
e dimetil sulfoxido (DMSO). As concentragdes e os tempos de exposi¢cao nas solugdes
crioprotetoras dependerao do explante a ser cripreservado. Como exemplos tém que a solugao
de glicerol é usada para explantes pequenos (1 mm) ou células isoladas, enquanto que a
solucao de DMSO ¢ usada para explantes maiores e estruturas mais complexas.

3. Introduc&o e multiplicacao in vitro da espécie em estudo:

Isolar e introduzir in vitro meristemas, gemas laterais, segmentos nodais coletados de plantas em
crescimento em campo ou casa de vegetagcdo em meio de cultura para introdugéo, regeneragao e
multiplicacéo in vitro. Apés 4-6 semanas de cultivo in vitro, repicar plantulas obtidas por meio de
segmentos nodais, ou isolar células ou calos para produzir estoque de explantes a ser usado nos
experimentos de criopreservacgao.

4. Cultivo de explantes in vitro:

Isolar segmentos nodais das plantulas obtidas in vitro, transferir para frasco Magenta contendo
30 ml de meio de cultura solido e cultiva-los por 14 dias em sala de crescimento nas condi¢gdes
de cultivo padrao. Subcultivar células em suspengdo em meio liquido ou calos em meio soélido e
manté-los por 14 dias em sala de crescimento nas condi¢cdes de cultivo padrao.

5. Isolamento de explantes para a criopreservagao pelo método de congelamento lento:

* Isolar apices caulinares, calos ou células em suspenc¢ao e, de acordo com o explante/espécie
selecionado, determinar a concentragcéo e o tempo de exposicao e a solugéo crioprotetora.



14

6. Pré-congelamento de explantes:
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» Dispor os explantes em criotubos acondicionados em recipiente contendo gelo;

» Adicionar a solucao crioprotetora apropriada aos criotubos, mantendo os explantes nessa

solucdo por 1 h;

 Transferir os criotubos para as canulas e essas para o congelador programavel regulado a
temperatura de 0 °C;

* Diminuir a temperatura do congelador com regime de resfriamento de 0,3 a 0,5 °C/min., até
que se atinja a temperatura de pré-congelamento de -40 °C;

 Retirar as canulas do congelador programavel e transferi-las rapidamente para os canisters.

7. Congelamento em NL, descongelamento rapido e regeneracao dos explantes:

* Mergulhar os canisters rapidamente em nitrogénio liquido (-196 °C, velocidade de congelamento

de aproximadamente -200 °C.min-1). Os canisters devem permanecer mergulhados em NL
por no minimo 1 h antes de se fazer o descongelamento;

» Remover os canisters do NL e com o auxilio de uma pinga retirar as canulas mergulhando-as
rapidamente em banho-Maria com agua destilada esterilizada (37 °C — 40 °C) por 2 min, sob
agitacao constante;

» Com o auxilio de uma pipeta remover a solugao crioprotetora dos criotubos ou retirando-se
os explantes dos criotubos com o auxilio de uma pinca e disp6-los em placa de Petri com
papel filtro;

* Inocular os explantes em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de cultura de introducéo,
regeneracao e multiplicacdo, embrulhar a grade com papel pardo, leva-la a sala de crescimento
e cultivar no escuro por uma semana. Transcorrido esse tempo, desembrulhar a grade e
cultivar os explantes nas condigcdes de iluminacdo padrao da sala. Observar os explantes
diariamente e anotar os resultados no formulario de acompanhamento de experimento.
Explantes contaminados devem ser removidos imediatamente e a retirada deve ser registrada
no formulario de acompanhamento de experimento.

Na Figura 2 estéo ilustradas as etapas para a criopreservacao de estruturas vegetais adotando-se
a técnica de congelamento lento.

Congelamento lento em
congelador programavel

Isolamento

apice caulinar Material pré-congelado

Crescimento in vitro »
< » Imersao em NL

Tratamento com crioprotetor,
em presencga de gelo

Cultivo in vitro
mantido no escuro [~
Remogao do
crioprotetor

Fotos e ilustragbes esquematicas: Izulmé Rita
Imaculada Santos; Antonieta Nassif Salomao

Material

regenerado “1 Descongelamento

rapido em
banho-Maria

Oc.
N

+37°C-+40°C

Figura 2. Etapas do procedimento para o congelamento lento de estruturas vegetais.
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Vitrificagao

Atualmente, a vitrificagcao € o processo no qual as técnicas mais recentes de criopreservacao estao
fundamentadas. Vitrificacao € o processo no qual a agua sofre uma transigcao da fase liquida para
um estado solido amorfo e meta-estavel, chamado estado vitreo (Franks, 1982; Fahy et al., 1984).
O solido assim formado é na verdade uma solugao supersaturada e de alta viscosidade, o que Ihe
confere as propriedades mecénicas de um sélido embora ndo haja formacao de uma estrutura
cristalina. A transigao para o estado vitreo ndo envolve mudangas quimicas, mas apenas mudancas
fisicas na viscosidade do liquido. A vitrificagao do citoplasma pode ser obtida experimentalmente
antes do congelamento em nitrogénio liquido por meio da desidratagao dos tecidos para um teor de
agua em que nao existe agua livre para a cristalizagdo. Com isto, a solu¢ao celular se torna muito
concentrada e pode passar pela transigao de vitrificagdo quando uma velocidade de congelamento
apropriada é utilizada, evitando desse modo, a formacgao de cristais de gelo durante a exposicao
a temperaturas subzero.

A desidratagdo do material pode ser obtida por evaporagao da agua ou por tratamento com solugdes
de vitrificagcao altamente concentradas de crioprotetores como dimetilsulféxido (DMSO), etileno
glicol, metanol, glicerol, propileno glicol, dentre os mais comuns. Entretanto, esses crioprotetores
podem causar citotoxicidade e estresse osmatico, levando a morte das células ou modificando sua
resposta morfogenética em cultura apds o congelamento (Sakai, 1995; Kartha, 1985).

Mais recentemente agucares como a sacarose, trealose e glucose tém sido utilizados como
substancias crioprotetoras porque eles sdo excelentes agentes vitrificadores e além disto, néo
apresentam toxicidade para as células vegetais mesmo quando se acumulam em grande quantidade
no citoplasma. Acucares mostram alta eficiéncia na estabilizacdo das membranas celulares
durante o congelamento, em comparagao com os crioprotetores tradicionais. Seu efeito protetor
esta supostamente associado a vitrificagdo das membranas celulares no citoplasma (Hirsh, 1987;
Leopold, 1990; Koster, 1991). Evidéncia do efeito protetor dos agucares pode ser observada em
plantas de clima temperado. Estas plantas acumulam carboidratos soluveis em seus tecidos durante
a aclimatagéao ao frio, na natureza ou sob condi¢cdes experimentais. O periodo em que tais plantas
sdo mais tolerantes ao congelamento corresponde ao ponto de maximo acumulo destes compostos
(Sakai; Yoshida, 1968; Stushnoff et al., 1993; Imanishi et al., 1998). De modo semelhante, grande
quantidade de agucares como a sacarose, trealose e oligossacarideos de cadeia longa (rafinose
e estaquiose) acumulam-se em estruturas que sao tolerantes a intensa desidratagao. Este é o
caso de esporos de fungos, leveduras, musgos, samambaias, sementes e polen da maioria das
angiospermas (Crowe et al., 1988; Hoekstra et al., 1994; Oliver, 1996).

O modo de agao dos agucares na aquisigao da tolerancia a desidratagéo e ao congelamento ainda
nao é totalmente conhecido e uma correlacao direta de causa e efeito ainda n&o foi demonstrada.
Existem evidéncias de que o modo de agao dos agucares envolve multiplos componentes. Primeiro,
agucares podem agir como agentes osmaéticos externos, removendo 0 excesso de agua intracelular
através de um gradiente osmaético (Dumet et al., 1993). Outra hipotese, denominada hipotese da
substituicao da agua (“water replacement hypothesis”), € que estes agucares podem substituir a
agua removida das biomoléculas, mantendo as estruturas hidrofilicas na sua orientagao hidratada
mesmo depois da agua ter sido removida. Essa hipotese foi proposta com base em resultados
obtidos em experimentos com um sistema de membranas modelo. Observou-se que 0s grupos
hidroxila dos agucares (sacarose e trealose) se ligam aos grupos hidrofilicos das cabecgas polares
dos fosfolipidios e grupos funcionais das proteinas da bi-camada da membrana através de pontes
de hidrogénio, substituindo as moléculas de agua removidas (Crowe et al., 1984, 1988, 1990,1997).
Com isto, as interacdes hidrofilicas necessarias sao mantidas e se evita a fusdo dos grupos cabecas
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polares, e consequentemente a transicao de fase das membranas da fase liquida cristalina para
a fase de gel, de modo que a integridade estrutural (permeabilidade seletiva) das membranas
desidratadas foi mantida (Crowe et al., 1988, 1990,1997).

O processo de vitrificagao tornou-se um dos principais métodos de crioprotecdo de estruturas
vegetais durante a criopreservacgao, tendo sido aplicado a uma ampla variedade de tecidos
vegetais. Uma grande vantagem deste método € que os tecidos vitrificados podem ser congelados
rapidamente, pelo mergulho direto em nitrogénio liquido, eliminando assim a necessidade de
usar congeladores programaveis. Durante o rapido decréscimo da temperatura, em contraste
com o congelamento lento, ndo ha tempo suficiente para o crescimento de cristais de gelo no
espaco intracelular, e com isto as células passam rapidamente pela zona de temperatura na qual
o crescimento letal de cristais de gelo ocorre (Luyet, 1937).

O estado vitreo tem muitos outros efeitos benéficos para a célula desidratada, como por exemplo,
limitacdo da perda de agua, limitacao da cristalizacao de sais e proteinas no citoplasma, protecao
contra mudancgas no pH a medida que a agua é removida, e prevengao de colapso celular durante
extensiva perda de agua (Leopold, 1990; Koster, 1991). A vitrificacao restringe a difusdo de substratos
e produtos dentro da célula, levando a um estado de aquiescéncia metabdlica e resultando na
prevencao de reagdes quimicas dependentes do processo de difusao (Koster, 1991). Devido a essas
caracteristicas do estado vitreo, a deterioragcado de sistemas biolégicos € suprimida, assegurando
a estabilidade durante o periodo de quiescéncia.

Il. Descrigao das etapas do procedimento de vitrificagdo com PVS2
(Plant Vitrification Solution 2)

1. Materiais necessarios:
» Material vegetal: apices caulinares, gemas laterais, meristemas, eixos embrionarios, embrides;

* Instrumentos, utensilios e equipamentos: bisturi, cabine de fluxo laminar, canisters, canulas,
criotubos, 1aminas, papel filtro, pingas, pipetas plasticas de Pasteur e de vidro, placas de Petri,
agitador magnético, microscopio estereoscoépico, nitrogénio liquido e outros.

2. Meios de cultura e solugoes:

* O meio de cultura MS-62 (Murashige; Skoog, 1962) é usado em todas etapas do procedimento
para a introducéo, multiplicacao in vitro de segmentos nodais, pré-cultivo dos explantes e
regeneracao dos explantes apds o congelamento em NL;

* Meio de pré-cultivo MS-62 liquido + 0,4 M de sacarose;
» Solugao de saturacgao (“loading”) = MS-62 liquido + 1,6 M de sacarose + 2,0 M de glicerol;

» Solugao de vitrificagdo PVS2 (Solugéao de vitrificagcao de plantas) (Sakai et al, 1990) = MS-62
liquido + glicerol (30%) + etilenoglicol (15%) + DMSO (15%) + sacarose (0,4M);

» Solugao de diluicdo = MS-62 + 1,2 M de sacarose
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3. Introduc&o e multiplicagao in vitro da espécie em estudo:

Isolar e introduzir in vitro meristemas ou gemas laterais coletadas de plantas em crescimento em
campo ou casa de vegetagcdo em meio de introdugao, regeneragao e multiplicagao in vitro. Apos 4-6
semanas de cultivo in vitro, repicar plantulas obtidas por meio de segmentos nodais para produzir
estoque de plantulas para uso nos experimentos de criopreservagao.

4. Cultivo de segmentos nodais das plantulas obtidas in vitro:

Isolar segmentos nodais das plantulas obtidas in vitro, transferir para frasco Magenta contendo 30
ml de meio de cultura para segmentos nodais e cultivar por 14 dias em sala de crescimento nas
condicdes de cultivo padrao.

5. Isolamento e pré-cultivo dos apices caulinares (AC):

* |solar apices caulinares (AC) dos brotos obtidos em meio de multiplicacdo de segmentos nodais
apos 14 dias de cultivo. O AC consiste do meristema apical, 2-3 pares de folhas e porgao do
caule e medir aproximadamente 1 -2 mm. Retirar uma amostra de AC e transferir para meio
de introducgao, regeneragao e multiplicagao in vitro para avaliar sua viabilidade apds a excisdo
(controle de explante);

* Transferir AC para placa de Petri contendo 30 ml de meio de pré-cultivo (25 explantes / 30 ml),
embrulhar em papel aluminio e colocar na sala de crescimento ou germinador (25 £ 2°C) por
118 h (pernoite). Retirar uma amostra de AC e transferir para meio de introdu¢ao, regeneragao
e multiplicagao in vitro para avaliar sua viabilidade apés o pré-cultivo (controle de pré - cultivo).

6. Saturacao e vitrificacao:

* Apds o pré-cultivo, transferir uma amostra de AC para criotubos contendo 2 ml de meio de
saturacao (25 explantes/criotubo) e deixar repousar por 20 min. Retirar uma amostra de AC e
transferir para meio de introducéao, regeneracao e multiplicagao in vitro para avaliar a viabilidade
apos a saturagao (controle de saturagao);

 Transferir uma amostra de AC para frasco contendo meio de vitrificagcdo PVS2 (25 explantes/
criotubo) por 1 h, a temperatura ambiente (25 + 2°C). Terminado esse tempo retirar uma amostra
de AC e transferir para meio de introdugéao, regeneragao e multiplicagao in vitro para avaliar
sua viabilidade apds a vitrificagdo (controle de vitrificagdo).

7. Congelamento, descongelamento, diluicdo da PVS2 e regeneracido apds o congelamento:

 Transferir uma amostra de AC para criotubos contendo 2 ml de PVS2 (10 explantes / criotubo).
Inserir os criotubos contendo os AC em canulas de aluminio e prendé-los firmemente.
Mergulhar as canulas com os criotubos rapidamente em nitrogénio liquido (-196 °C, velocidade
de congelamento de aproximadamente -200 °C.min""). Os criotubos devem permanecer
mergulhados em NL por no minimo 1 h antes de se fazer o descongelamento;

* Remover as canulas do NL e mergulhar rapidamente em banho-maria com agua destilada
esterilizada (37 °C - 40°C) por 2 min, sob agitacdo constante;

» Com o auxilio de uma pipeta remover imediatamente a PVS2 do criotubo e substituir por 2 ml
do meio de diluicao, e deixar repousar por 20 min. Apés 10 min drenar o meio de diluicao
adicionado incialmente e acrescentar 2 ml desse mesmo meio e deixar repousar por mais
10 min, completando os 20 min do tempo de diluigao;
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* Inocular AC em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de introducao, regeneracao e
multiplicacdo in vitro, embrulhar a grade com papel pardo, levar a sala de crescimento e
cultivar no escuro por 48 h. Transcorrido esse tempo, desembrulhar a grade e cultivar os AC
nas condi¢des de iluminagcdo padrao da sala. Nos primeiros 7 dias apds a inoculagao (DAI)
observar os AC diariamente e anotar os resultados no formulario de acompanhamento de
experimento. Apos 7 DAl observar os AC semanalmente e anotar os resultados no formulario de
acompanhamento de experimento. Explantes contaminados devem ser removidos imediatamente
e a retirada deve ser registrada no formulario de acompanhamento de experimento.

» Na Figura 3 estéo ilustradas as etapas para a criopreservagao de estruturas vegetais adotando-
-se a técnica de vitrificagao.

Isolamento explantes

Pré-cultivo Saturagéo Desidratagéo
.
Crescimento in vitro . G ? - - — .
Meio MS + sacarose Meio MS + sacarose Meio MS + crioprotetores

(PVS2, PVS3, PVS4)

l

Congelamento

Regeneragéo
DiIuigao Descongelamento
V—l

Meio MS + gllcerol + Banho—mana 40+2°C
sacarose

Figura 3. Etapas do procedimento de vitrificagdo com PVS2.

[ll. Descrigao das etapas do procedimento de vitrificagao-gotejamento

1. Materiais necessarios:

Material vegetal: apices caulinares, gemas laterais, meristemas, eixos embrionarios, embrides;

Instrumentos, utensilios e equipamentos: bisturi, cabine de fluxo laminar, caixa térmica,
criotubos, laminas, papel filtro, peneiras de aluminio, pingas, pipetas plasticas de Pasteur e de
vidro, placas de Petri, tiras de papel aluminio, agitador magnético, microscopio estereoscdpico,
nitrogénio liquido e outros.

2. Meios de cultura e solugdes
* Meio de introducao, regeneracao e multiplicagéo in vitro
* Meio de cultura para segmentos nodais

* Meio de pré-cultivo = MS-62 liquido + 0,4 M de sacarose
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» Meio de saturacao = MS-62 liquido + 1,6 M de sacarose + 2,0 M de glicerol

» Meio de vitrificagdo PVS2 = MS-62 liquido + glicerol (30%) + etilenoglicol (15%) + DMSO (15%)
+ sacarose (0,4M)

* Meio de diluicdo = MS-62 + 1,2 M de sacarose
3. Introduc&o e multiplicacao in vitro da espécie em estudo:

Isolar e introduzir in vitro meristemas ou gemas laterais de ramos de plantas da espécie em estudo
coletados de plantas em crescimento em campo ou casa de vegetagcdo em meio de introducao,
regeneragao e multiplicacao in vitro. Apds 4-6 semanas de cultivo in vitro, repicar plantulas obtidas
para produzir estoque de plantulas para uso nos experimentos de criopreservagao.

4. Cultivo de segmentos nodais das plantulas obtidas in vitro:

Isolar segmentos nodais das plantulas obtidas in vitro, transferir para frasco Magenta contendo 30
ml de meio de cultura para segmentos nodais e cultivar por 14 dias em sala de crescimento nas
condi¢bes de cultivo padréo.

5. Isolamento e pré-cultivo dos AC:

* |solar AC dos brotos obtidos em meio de multiplicagao de segmentos nodais apds 14 dias de
cultivo. O AC consiste do meristema apical, 2-3 pares de folhas e por¢do do caule e medir
aproximadamente 1-2 mm. Retirar uma amostra de AC e transferir para meio de introdugéo,
regeneracao e multiplicagao in vitro para avaliar sua viabilidade apds a excisédo (controle de
explante).

« Transferir AC para placa de Petri contendo 30 ml de meio de pré-cultivo (25 explantes/30 ml),
embrulhar em papel aluminio e colocar na sala de crescimento ou germinador (25+2°C) por
118 h (pernoite). Retirar uma amostra de AC e transferir para meio de introdugao, regeneragao
e multiplicacao in vitro para avaliar sua viabilidade apds o pré-cultivo (controle de pré-cultivo).

6. Saturacao e vitrificacao:

* Apds o pré-cultivo, transferir uma amostra de AC para criotubos contendo 2 ml de meio de
saturacao (25 explantes/criotubo) e deixar repousar por 20 min. Retirar uma amostra de AC e
transferir para meio de introdugéo, regeneracao e multiplicagao in vitro para avaliar a viabilidade
apo6s a saturacéao (controle de saturagao).

» Transferir uma amostra de AC para frasco contendo meio de vitrificagdo PVS2 (25 explantes/
criotubo) por 1 h, a temperatura ambiente (25+2°C). Terminado esse tempo retirar uma amostra
de AC e transferir para meio de introducéao, regeneracao e multiplicagao in vitro para avaliar
sua viabilidade ap6s a vitrificagao (controle de vitrificagcao).

7. Congelamento, descongelamento, diluicdo da PVS2 e viabilidade apds o congelamento:

» Para o congelamento, usando uma pipeta dispor 5 gotas de PVS2 sobre tiras de aluminio e
sobre cada uma delas colocar um AC. Com auxilio de uma ping¢a pegar as tiras de aluminio
e mergulhar em NL (-196 °C, velocidade de congelamento de aproximadamente -200 °C.min.
1) tomando o cuidado de coloca-la dentro da peneira de aluminio colocada na caixa térmica.
Deixar as tiras em NL por no minimo 1 h antes de fazer o descongelamento.
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» Para o descongelamento, remover as tiras de aluminio da caixa térmica e mergulhar rapidamente

em meio de diluicdo aquecido para 38+2°C e agitar por 2 min. Apds esse tempo, remover as
tiras de aluminio e drenar o meio de diluicdo com pipeta.

Para a regeneracao, inocular AC individualmente em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio
de introducgao, regeneracao e multiplicacao in vitro, embrulhar a grade com papel pardo, levar
a sala de crescimento e cultivar no escuro por 48 h. Transcorrido esse tempo, desembrulhar
a grade e cultivar os AC nas condi¢des de iluminacédo padrao da sala. Nos primeiros 7 dias
apos a inoculacao (DAI) observar os AC diariamente e anotar os resultados no formulario de
acompanhamento de experimento. Apds 7 DAI observar os AC semanalmente e anotar os
resultados no formulario de acompanhamento de experimento. Explantes contaminados devem
ser removidos imediatamente e a retirada deve ser registrada no formulario de acompanhamento
de experimento.

Na Figura 4 estao ilustradas as etapas para a criopreservacéo de estruturas vegetais adotando-se
a técnica de vitrificacdo-gotejamento.

Fotos: Izulmé Rita Imaculada Santos

Figura 4. Etapas do procedimento de vitrificacdo-gotejamento. A: tiras de aluminio esterilizadas
em autoclave para onde os explantes serdo transferidos; B: transferéncia de gotas de PVS2
contendo um apice caulinar; C: tiras de aluminio com gotas de PVS2, cada uma contendo um
apice caulinar, prontas para o congelamento em nitrogénio liquido.; D: submerséo de tiras de
aluminio contendo apices em nitrogénio liquido.

3. Encapsulamento-desidratagao

Uma alternativa a desidratacao celular induzida pelo congelamento antes da imerséo em nitrogénio
liquido foi proposta por Dereuddre et al. (1990). Esse processo, chamado “encapsulamento-
desidratagao” (Dereuddre et al., 1990) baseia-se na tecnologia desenvolvida para a produgao de
sementes artificiais. Explantes séo encapsulados em capsulas de gel de alginato, as quais séo
entao, pré-cultivadas em um meio contendo altos niveis de sacarose, desidratados por exposicao
ao ar da capela de fluxo laminar ou com silica gel, diretamente imersos em nitrogénio liquido, e



Guia pratico de Criopreservagdo * Técnicas aplicadas a conservagédo de germoplasma vegetal 21

lentamente descongelados. Desde que Dereuddre et al. (1990) relataram esse procedimento, ele
tem sido usado com sucesso para a criopreservagao de uma grande variedade de espécies de
plantas incluindo algumas que haviam previamente se mostrado intolerantes ao congelamento,
como gemas apicais de pereira (Scottez et al., 1992), batata-inglesa (Fabre; Dereuddre, 1990),
videira (Plessis et al., 1993) e chicdria (Vandenbussche et al., 1993) e embrides somaticos de
cenoura (Dereuddre et al., 1991). Encapsulamento-desidratagcdo oferece varias vantagens sobre
as técnicas de criopreservagao convencionais de congelamento lento, por exemplo, facilidade de
manuseio de explantes de dimensdes reduzidas, simplificagdo do meio crioprotetor, eliminagao dos
caros congeladores programaveis, independéncia da sobrevivéncia da velocidade de congelamento,
e aumento no tamanho de explantes que sobrevivem a exposi¢ao ao nitrogénio liquido (Bachiri
et al., 1995). O encapsulamento protege a estrutura embebida e a torna resistente a tratamentos
que poderiam ser letais (Paulet et al., 1993).

IV. Descricao das etapas do procedimento de encapsulamento-desidratacao

1. Materiais necessarios:

» Material vegetal: apices caulinares, gemas laterais, meristemas, eixos embrionarios, embrides;

Instrumentos, utensilios e equipamentos: bisturi, cabine de fluxo laminar, criotubos, baldo de
Erlenmeyer, [aminas, papel filtro, pincas, pipetas plasticas de Pasteur e de vidro, placas de
Petri, potes de vidro, microscépio estereoscdpico, nitrogénio liquido e outros.

2. Meios de cultura e solugdes

* Meio de introducao, regeneragao e multiplicac&o in vitro

* Meio de cultura para segmentos nodais

» Meio de pré-cultivo = MS-62 liquido + 0,4 M de sacarose

» Meio de cultura com alginato de s6dio = MS liquido + 3% de alginato de sodio

* Meio de cultura com cloreto de calcio = MS-62 liquido + 0,1 M de cloreto de calcio.
3. Introducdo e multiplicagao in vitro da espécie em estudo:

Isolar e introduzir in vitro meristemas, segmentos nodais ou gemas laterais de ramos de plantas
da espécie em estudo, coletados de plantas em crescimento em campo ou casa de vegetacao,
em meio de introdugéo, regeneracao e multiplicagéo in vitro. Apds 4 - 6 semanas de cultivo in
vitro, repicar plantulas obtidas para produzir estoque de plantulas para uso nos experimentos de
criopreservagao.

4. Cultivo de segmentos nodais das plantulas obtidas in vitro:

Isolar segmentos nodais das plantulas obtidas in vitro, transferir para frasco Magenta contendo 30
ml de meio de cultura para segmentos nodais e cultivar por 14 dias em sala de crescimento nas
condigcdes de cultivo padrao.

5. Isolamento e pré-cultivo dos AC:

* Isolar AC dos brotos obtidos em meio de multiplicagao de segmentos nodais apds 14 dias de
cultivo. O AC mede aproximadamente 1 - 2 mm e consiste do meristema apical, 2-3 pares
de folhas e porcao do caule. Durante a excisdo transferir os AC para placa de Petri forrada
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com 1 — 2 discos de papel filtro umedecido com agua destilada esterilizada. Ao término da
excisao, retirar uma amostra de AC e transferir para tubos de ensaio contendo 10 ml de meio
de introducéo, regeneracao e multiplicacao in vitro para avaliar a qualidade dos explantes apds
a excisao (controle de explante);

» Para o pré-cultivo, transferir AC para placa de Petri contendo 30 ml de meio de pré-cultivo
(25 explantes / 30 ml), embrulhar em papel aluminio e cultivar em sala de crescimento ou
germinador (25 * 2°C) por +18 h. Recomenda-se fazer essa transferéncia ao final do dia, por
volta de 15 h, para que o pré-cultivo ocorra no periodo da noite. Transcorridas 18 h, retirar
uma amostra de AC e transferir para meio de introdugéo, regeneragao e multiplicagao in vitro
para avaliar sua viabilidade apds o pré-cultivo (controle de pré - cultivo).

6. Encapsulamento e desidratagao:

» Para o encapsulamento, apds o pré-cultivo, transferir uma amostra de AC para placas de Petri
pequenas contendo 5 ml de meio de cultura com alginato de sédio. Com uma pipeta aspirar os
AC com o meio de cultura com alginato de sddio e pingar em frasco de vidro contendo meio
de cultura com cloreto de calcio. Agitar o frasco delicadamente a medida que for pingando
as gotas para evitar aderéncia das capsulas. Apds pingar todos os AC no meio de cultura
com cloreto de calcio aguardar 30 min para permitir a polimerizacdo de todas as capsulas.
Cada capsula deve conter um unico AC. Tomar cuidado durante a aspiragao para que nao se
formem bolhas nas capsulas.

» Para a desidratacgao, transferir AC encapsulados para placa de Petri contendo dois discos de
papel filtro para absorgcdo do meio de cultura com cloreto de calcio da superficie das capsulas.
A desidratacao podera ser feita usando silica gel azul indicadora ou cabine de fluxo laminar.
No primeiro caso, transferir capsulas para recipiente contendo silica gel azul indicadora,
dispondo-as sobre discos de papel filtro para evitar contato direto das capsulas com a silica
gel. No segundo caso, dispor as capsulas sobre placas de Petri invertidas, colocadas a 10 cm
do fundo da cabine de fluxo laminar. Em ambos os casos desidratar por periodos de tempo
determinados anteriormente por meio de uma curva de desidratagéo (consultar a ITPL para
curva de desidratacao). Ao final de cada um dos periodos de desidratagcdo estabelecidos,
retirar uma amostra de AC e transferir para meio de introducao, regeneracao e multiplicacao
in vitro para avaliar sua viabilidade (controle de desidratagao).

7. Congelamento, descongelamento e regeneragao apds o congelamento:

» Para o congelamento, transferir os AC desidratados para criotubos, inseri-los nas canulas,
coloca-las em canisters e inseri-los nos criotanques, submergindo-os em NL (-196°C, velocidade
de congelamento de aproximadamente -200°C.min.™"). Deixar os AC repousando em NL por
no minimo 1 h antes de fazer o descongelamento.

» Para o descongelamento, remover os canisteres do criotanque, remover as canulas e mergulha-
las rapidamente em banho-maria a 38 + 2°C e agitar por 2 min. Apds esse tempo, remover
os criotubos das cénulas.

» Para a regeneracgao, inocular AC individualmente em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio
de introducgao, regeneracdo e multiplicacdo in vitro, embrulhar a grade com papel pardo, levar
a sala de crescimento e cultivar no escuro por 48 h. transcorrido esse tempo, desembrulhar
a grade e cultivar os AC nas condi¢des de iluminagéo padrao da sala. Nos primeiros 7 dias
apos a inoculagao (DAI) observar os AC diariamente e anotar os resultados no formulario de
acompanhamento de experimento. Apos 7 DAI observar os AC semanalmente e anotar os
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resultados no formulario de acompanhamento de experimento. Explantes contaminados devem
ser removidos imediatamente e a retirada deve ser registrada no formulario de acompanhamento
de experimento.

Na Figura 5 estao ilustradas as etapas para a criopreservacao de estruturas vegetais adotando-se
a técnica de encapsulamento-desidratacéo.
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Figura 5. Etapas do procedimento de encapsulamento-desidratagao.
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V. Descricao das etapas do procedimento de “Cryoplates”

1. Materiais necessarios:

Material vegetal: apices caulinares, gemas laterais, meristemas, eixos embrionarios, embrides;

Instrumentos/utensilios: bisturi, cabine de fluxo laminar, criotubos, laminas, papel filtro,
pincas, pipetas plasticas de Pasteur e de vidro, placas de Petri, potes de vidro, microscopio
estereoscopico, nitrogénio liquido, tiras de aluminio e outros.

2. Meios de cultura e solugbes:

* Meio de introducédo, regeneracao e multiplicagao in vitro;
* Meio de cultura para segmentos nodais;

* Meio de pré-cultivo = MS-62 liquido + 0,4 M de sacarose;

* Meio de cultura com alginato de sodio = MS liquido + 2% de alginato de sodio + 0,4M de
sacarose;

» Meio de cultura com cloreto de calcio = MS-62 liquido + 0,1 M de cloreto de calcio + 0,4M de
sacarose;

» Solugao de saturacgao (loading) = MS-62 liquido + 1,6 M de sacarose + 2,0 M de glicerol;

* Solucao de vitrificagdo PVS2 = MS-62 liquido + 30% (w/v) de glicerol + 15% (w/v) de etilenoglicol
+ 15% (w/v) de DMSO + 0,4M de sacarose;

» Solucgao de diluicdo = MS-62 + 1,2 M de sacarose.



24 DOCUMENTOS 385

3. Introdugao e multiplicacao in vitro da espécie em estudo:

Isolar e introduzir in vitro meristemas, segmentos nodais ou gemas laterais de ramos de plantas da
espécie em estudo, coletados de plantas em crescimento em campo ou casa de vegetagdo, em meio
de introducao, regeneracao e multiplicacao in vitro. Apds 4-6 semanas de cultivo in vitro, repicar
plantulas obtidas para produzir estoque de plantulas para uso nos experimentos de criopreservagao.

4. Cultivo de segmentos nodais das plantulas obtidas in vitro:

Isolar segmentos nodais das plantulas obtidas in vitro, transferir para frasco Magenta contendo 30
ml de meio de cultura para segmentos nodais e cultivar por 14 dias em sala de crescimento nas
condi¢des de cultivo padréo.

5. Isolamento e pré-cultivo dos AC:

* Isolar AC dos brotos obtidos em meio de multiplicagdo de segmentos nodais apés 14 dias
de cultivo. O AC mede aproximadamente 1 -2 mm e consiste do meristema apical, 2-3 pares
de folhas e porgéo do caule. Durante a exciséo transferir os AC para Placa de Petri forrada
com 1 — 2 discos de papel filtro umedecido com agua destilada esterilizada. Ao término da
excisao, retirar uma amostra de AC e transferir para tubos de ensaio contendo 10 ml de meio
de introducéo, regeneracao e multiplicagao in vitro para avaliar a qualidade dos explantes apds
a excisao (controle de explante).

» Para o pré-cultivo, transferir AC para placa de Petri contendo 30 ml de meio de pré-cultivo
(25 explantes / 30 ml), embrulhar em papel aluminio e cultivar em sala de crescimento ou
germinador (25 + 2°C) por £18 h. Recomenda-se fazer essa transferéncia ao final do dia, por
volta de 15 h, para que o pré-cultivo ocorra no periodo da noite. Transcorridas 18 h, retirar
uma amostra de AC e transferir para meio de introdugao, regeneragao e multiplicagao in vitro
para avaliar sua viabilidade apds o pré-cultivo (controle de pré-cultivo).

Na Figura 6 estao ilustradas as etapas para a criopreservagao de estruturas vegetais adotando-se
a técnica de “cryoplates”.

Fotos: Izulmé Rita Imaculada Santos

Figura 6. Etapas do procedimento de “Cryoplate”.

VI. Descri¢cao das etapas do procedimento de encapsulamento-vitrificagao

Executar o procedimento para a técnica “Cryoplate” até o passo cinco e dar continuidade com as
seguintes etapas:



Guia pratico de Criopreservagdo * Técnicas aplicadas a conservagédo de germoplasma vegetal 25

6. Polimerizacao do alginato e vitrificacao:

* Ap0s o pré-cultivo, transferir AC para gotas (x 1ul cada gota) de meio de cultura com alginato
de sdédio dispostas em tiras de aluminio, colocando um AC em cada gota. Apds distribuir os
AC, pingar sobre eles mais uma gota (+ 1ul) do mesmo meio para garantir que cada AC esteja
completamente coberto. Em seguida, pingar gotas (+ 1ul cada gota) de meio de cultura com
cloreto de calcio sobre os AC até que eles estejam completamente cobertos e aguardar 15
min. para permitir a polimerizagao do alginato de sddio. Cada gota deve conter um unico AC.

» Para a vitrificagao, transferir as tiras de aluminio com os AC aderidos para um pote de vidro
contendo 20 ml de PVS2 para desidratar a temperatura ambiente (25 + 2°C) pelos periodos
de tempo determinados anteriormente. Ao final de cada periodo de desidratacao, retirar uma
amostra de AC e transferir para meio de introdugao, regeneracao e multiplicagao in vitro para
avaliar sua viabilidade (controle de desidratacao).

7. Congelamento, descongelamento e regeneragao apds o congelamento:

» Para o congelamento, transferir as tiras de aluminio com os AC desidratados para criotubos,
inseri-los nas canulas, coloca-las em canisteres e inseri-los nos criotanques, submergindo-os
em NL (-196 °C, velocidade de congelamento de aproximadamente -200 °C.min.").

Alternativamente, pode-se fazer o congelamento em caixas térmicas dentro da cabine de fluxo
laminar. Para isso, pegar as tiras de aluminio com uma pinga e mergulhar no NL colocado na caixa
térmica (-196°C, velocidade de congelamento de aproximadamente -200 °C.min.") tomando o
cuidado de coloca-las dentro da peneira de aluminio. Em ambos os casos, deixar os AC repousando
em NL por no minimo 1 h antes de fazer o descongelamento.

» Para o descongelamento, remover os canisteres do criotanque, remover as canulas e mergulha-
las em recipiente térmico para levar a cabine de fluxo laminar. Na cabine, retirar as canulas do
recipiente térmico, colocar rapidamente, em banho-maria com agua esterilizada e aquecida
para 38 + 2°C e agitar por 2 min. Apos esse tempo, remover os criotubos das canulas e remover
as tiras de aluminio dos criotubos.

Se o congelamento foi feito em caixas térmicas, remover as tiras de aluminio da caixa térmica e
mergulhar rapidamente em banho-maria com meio de diluicdo aquecido para 38 + 2 °C e agitar
por 2 min. Apds esse tempo, remover as tiras de aluminio e drenar o meio de diluicdo com pipeta.

» Para a regeneracao, inocular AC individualmente em tubos de ensaio contendo 10 ml de
meio de introdugédo, regeneragao e multiplicagao in vitro, embrulhar a grade com papel
pardo, levar a sala de crescimento e cultivar no escuro por 48 h. Apos 48 h desembrulhar a
grade e cultivar os AC nas condi¢des de iluminacao padrédo da sala. Nos primeiros sete dias
apos a inoculacao (DAI) observar os AC diariamente e anotar os resultados no formulario de
acompanhamento de experimento. Apds 7 DAI observar os AC semanalmente e anotar os
resultados no formulario de acompanhamento de experimento. Explantes contaminados devem
ser removidos imediatamente e a retirada deve ser registrada no formulario de acompanhamento
de experimento.

Desidratagcdo-congelamento

Apesar dos avancgos obtidos nas ultimas duas décadas no estabelecimento de protocolos de
criopreservacgao de plantas herbaceas arbustivas e arbdreas, a diversidade e a complexidade
de espécies tropicais e de resposta intra e interespecificas, ndo permitem que haja um protocolo
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de carater universal (Benson, 2008a; Jenderek; Reed, 2017; Vollmer et al., 2017). Considera-se,
contudo, que a técnica de vitrificagao, em que ha a dessecacao do material vegetal seguida de
seu rapido congelamento pode ser adotada para varias espécies, ajustando-se a velocidade de
descongelamento e as condigdes de regeneragao (Zeliang; Pattanayak, 2012).

Como a desidratagao é um fator critico para a criopreservagao, no caso de sementes, recomenda-
se que ela seja conduzida de maneira a remover a agua livre e ndo a agua de ligagcao das células
e que sejam estabelecidos os limiares inferior e superior, além dos quais, as estruturas celulares
sofrem danos irreversiveis. Observa-se que para os mais variados tipos de espécies de sementes:
amilaceas, aleuro-amilaceas, oleaginosas, aleuro-oleaginosas e cérneas, quando a desidratagao é
inapropriada os danos mais comuns s&o perda da compartimentacao celular, alteragdes metabdlicas
das estruturas fosfolipidicas, da conformagao e configuragdo molecular da agua, faléncia respiratéria
e da sintese de proteinas, rompimento e perda da integridade das membranas (tonoplasto e
plasmalema), alteragdes na velocidade de absor¢céo de agua e comprometimento da regeneracao
do material, anomalias no sistema radicular, maior ocorréncia de processos oxidativos e acumulo
de radicais livres e reducao ou inexisténcia de processos protetores (Benson, 2008b; Santos;
Salomao, 2015).

Além da adequacao do processo de dessecagao das sementes, a taxa/ velocidade de congelamento
e descongelamento deve ser ajustada de acordo com espécie em estudo e o material a ser
criopreservado. Isso porque, tanto durante o congelamento quanto durante o descongelamento
pode ocorrer a formagao de cristais de gelo extremamente danosos para as células. Esses cristais
induzem o desequilibrio osmoético, idnico e morfolégico celular podendo resultar na morte da célula
(Gonzalez-Arnao et al., 2014).

VII. Descrigao das etapas do procedimento de desidratagdo-congelamento

1. Materiais necessarios:
* Material vegetal: sementes inteiras;

* Instrumentos, utensilio e equipamentos: balanga, bisturi, cabine de fluxo laminar, caixetas tipo
“gerbox”, cdmara de secagem, canisters, canulas, capsulas de aluminio, criotubos, estufa, filme
PVC, laminas, papel filtro, papel germitest, papel mata-borréo, pingas, placas de Petri, potes
de vidro, nitrogénio liquido, sacos trifoliados aluminizados (aluminio, polietileno, polipropileno)
silica gel indicador azul, tubo flacon e outros.

2. Solugdes:

» Solucao de detergente neutro 2% (v/v) usada para assepsia das sementes apos beneficiamento
e antes dos testes de germinacgao;

» Solugao de hipoclorito de sédio 2% do volume comercial usada para assepsia das sementes
apos beneficiamento;

« Alcool 70 GL usado para assepsia de recipiente e instrumentos de acondicionamento e
manuseio das sementes;

« Agua deionizada para pré-embebicdo das sementes antes dos testes de germinacao.
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3. Determinagao do teor de agua e da germinabilidade iniciais:

» Determinar o teor de agua inicial pelo método de estufa 103 + 2 °C/24 h (Brasil, 2009) apos
0 beneficiamento e calcular os resultados em percentuais médios com base na massa fresca
(bmf) das sementes;

» Germinabilidade inicial, antes de avalia-la dispor as sementes em agua deionizada para pré-
embebigao, por periodo igual ou superior a 20 min. Conduzir teste de germinacao conforme
instrucdes existentes na literatura (Salomao et al, 2019).

4. Congelamento, descongelamento e regeneracdo com teor de agua inicial:

» Para o congelamento, acondicionar as sementes com o teor de agua inicial inferior a 15%
(bmf) em criotubos ou em sacos trifoliados aluminizados envoltos com filme PVC. Depositar
os recipientes com as sementes em canisters e inseri-los nos criotanques, submergindo-os
em NL (-196 °C, velocidade de congelamento de aproximadamente -200 °C.min.™"). Deixar o
material em NL por no minimo 24 h antes de fazer o descongelamento;

» Para o descongelamento, remover os canisters do criotanque, remover os recipientes contendo
as sementes e deixa-los a temperatura ambiente (2512 °C por = 4 h);

» Para a regeneracgao, adotar procedimento descrito na etapa trés para germinabilidade.

» Comparar o desempenho germinativo das sementes (percentual germinativo, vigor das
plantulas, velocidade de germinacédo e anormalidades nos sistemas radicular e aéreo) antes
e apos congelamento.

Outros parametros podem ser comparados como, peso de massa fresca e seca das estruturas
das plantulas, vazamento de solutos, viabilidade.

5. Desidratacao, determinagdo do teor de agua e da germinabilidade

Desidratar as sementes dispondo-as sobre ou entre silica azul indicadora em recipientes herméticos
ou em ambiente refrigerado com temperatura < 21 °C ou em camara de secagem (20 °C/15% UR)
ou em cabine de fluxo laminar. Estabelecer periodos regulares para a retirada de amostras a serem
avaliadas. Ao final de cada um dos periodos de desidratacao determinar o teor de agua e avaliar
a germinabilidade (controle de desidratacao).

6. Congelamento, descongelamento e regeneragao periodos de desidratacéo:

Apos cada periodo de desidratacdo, além da determinacgao do teor de agua e da germinabilidade,
retirada de amostras para o congelamento em NL repetindo os procedimentos descritos na etapa
quatro.

7. Estabelecimento das condi¢bes para a criopreservacao de sementes ortodoxas:

Os limites inferior e superior de teor de agua para a semente em estudo seréo estabelecidos em
funcado do desempenho germinativo apresentado pelo material apds cada periodo de dessecagao
e dessecacao seguida de congelamento em NL.

Na Figura 7 estao ilustradas as etapas para a criopreservacao de sementes adotando-se a técnica
de desidratagado-congelamento.
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Figura 7. Etapas do procedimento de desidratacao-congelamento de sementes
ortodoxas.

Fatores que afetam a sobrevivéncia a criopreservacao

A sobrevivéncia e a regeneracao de material criopreservado depende de numerosos fatores
tais como tamanho e estadio de desenvolvimento do material, desidratagcéo, congelamento,
descongelamento e regeneracao. Os varios tecidos de uma planta apresentam diferentes niveis de
tolerancia a desidratacao, e isto resulta em sensibilidade diferente a exposi¢ao ao nitrogénio liquido.
De modo geral, estruturas de tamanho reduzido s&o mais apropriadas para o congelamento, uma
vez que a desidratagcao e congelamento ocorrem de forma mais rapida e uniforme em estruturas
menores. Material jovem, em estagio meristematico, € mais apropriado porque suas células sao
pequenas e contém citoplasma denso com poucos vacuolos (contendo, portanto, pouca agua)
(Engelmann, 1991). Amostras podem ser coletadas de plantas produzidas in vivo ou in vitro. Material
produzido in vitro tem preferéncia em muitos casos porque os explantes ja estdo em condicao
asséptica e podem estar também livres de patdgenos.

Desidratacéao

Os sistemas experimentais usados na criopreservagao (calos, embrides zigoticos e somaticos,
gemas apicais e laterais, sementes e suspensdes celulares) sao sistemas hidratados com altos
teores de agua nas células. Esta agua precisa ser removida para evitar injuria causada pela
formacéao de gelo durante o congelamento. A desidratagao, no entanto, € uma etapa critica uma vez
que a agua tem muitas fungdes bioldgicas nas células de organismos vivos. Ela € um importante
solvente, meio de transporte, resfriador (através da evaporagéo), e um constituinte essencial e
estabilizador da estrutura das macromoléculas e organelas, a qual é mantido pelas interacbes
hidrofilicas e hidrofébicas entre elas (Kramer; Boyer, 1995; Vertucci; Farrant, 1995). Quando a agua
€ removida das células, solutos se tornam mais concentrados, possivelmente aumentando a taxa
de reac¢des quimicas destrutivas; alguns solutos podem cristalizar-se, mudando o potencial idnico
e o pH da solugdo intracelular alterando assim o status metabdlico da célula (Kramer; Boyer, 1995).

Estudos de ultraestrutura de tecidos desidratados revelaram que as membranas celulares sao
o primeiro local de injuria (Steponkus, 1984). Em seu estado hidratado as membranas celulares
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sao formadas por uma dupla camada de fosfolipidios que esta em um estado cristalino liquido
a temperaturas fisioldgicas (Crowe et al., 1984; 1988). Estes lipidios podem passar para uma
fase de gel a mesma temperatura se a agua é removida dos seus grupos polares. Esta transicao
€ completamente reversivel apds a reidratacdo. Um tipo de alteracéao letal e irreversivel das
membranas em consequéncia da desidratacdo € a mudanga na sua composic¢ao lipidica.

A formacao da fase de uma lateral e de uma fase gel é altamente prejudicial para as membranas
e para a organizagdo membrana-proteina, contribuindo para a perda das suas fungdes, tais como
permeabilidade, compartimentacao e atividade de enzimas ligadas a ela (Crowe et al., 1988).
A fase lateral compreende uma etapa em que fosfolipides, colesterol e proteinas constituintes
da membrana, formam dominios isolados e desorganizados (Crowe et al., 1988). Alteragcdes na
integridade estrutural e na funcionalidade da membrana induzidas pela desidratacdo podem ser
indicadas pelo vazamento de varias solugdes citoplasmaticas (ions, acucares e proteinas) que
ocorre apos a reidratagao (Becwar et al., 1982; Oliver et al., 1993; Prasil; Zamecnic, 1998). Tal
vazamento reflete a perda parcial da semipermeabilidade da membrana, sugerindo que a injdria
causada pela desidratacao esta intimamente associada a perda da funcionalidade. A velocidade e
extensado do vazamento citoplasmatico esta positivamente correlacionada ao grau de sensibilidade
a desidratacdo. Isso porque, a desidratagcdo causa alteragdes na integridade estrutural e funcional
da membrana, bem como alteracdes nas suas propriedades fisico-quimicas, ocasionando
mudancas no comportamento e na composic¢ao relativa da membrana com perda parcial da sua
semi-permeabilidade (Crowe et al., 1990; 1997). Senaratna et al. (1987) sugerem que durante a
desidratacdo de membranas celulares ocorre a de-esterificacdo das cadeias acil das particulas
de glicerol presentes nas cabecas polares dos fosfolipidios das membranas juntamente com a
liberacédo de produtos de degradagao.

Na fase gel as células sujeitas a estresse hidrico perdem turgidez e contraem-se. Em decorréncia
da contragao celular material da membrana pode ser perdido irreversivelmente, comprometendo
também a integridade da membrana. Esta contracdo das membranas pode atingir uma proporgao
tal que elas se aproximam o suficiente para permitir interagées entre as duplas camadas, e
eventualmente fuséo e/ou transicdo da fase cristalina liquida para uma fase de gel (reversivel) ou
para a fase hexagonal (irreversivel), levando a perda da compartimentagao celular e desorganizagao
irreversivel da membrana (Vertucci; Farrant, 1995).

Congelamento

A injuria devido ao congelamento € um processo complexo que envolve uma diversidade de
aspectos. Se o congelamento é lento a injuria se deve principalmente a desidratagdo excessiva
ou a formacao de gelo dentro das células. Nestes casos ocorrera rompimento das membranas,
concentracao de solutos no citoplasma a niveis toxicos e desnaturacao de acidos nucleicos
e membranas. A formacao de gelo e as injurias a ela associadas ocorrem de modo diferente
dependendo da espécie de planta, estado de tolerancia ao congelamento e as condi¢gdes de
congelamento. Portanto, a morte da célula é causada mais provavelmente por numerosos fatores
em vez de um Unico mecanismo (Sakai; Larcher, 1987). Entretanto, parece ser um consenso geral
que a injuria decorrente de congelamento € primariamente uma consequéncia de alteragdes na
semipermeabilidade ou lises da membrana plasmatica, resultando de desidratagcdo induzida pelo
congelamento (Steponkus, 1984). Isto é, o dano mais significativo causado pelo congelamento as
células vivas esta relacionado a déficit hidrico.
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A membrana plasmatica tem um papel central no comportamento celular durante os ciclos de
congelamento/descongelamento. Embora todas as membranas celulares sejam vulneraveis a
desestabilizagéo induzida por congelamento, a membrana plasmatica € da maior importancia
porque ela é a principal interface entre o meio extracelular e o citoplasma, agindo como uma
barreira semipermeavel e permitindo efluxo/influxo de agua durante o ciclo de congelamento/
descongelamento (Uemura; Steponkus, 1994). A membrana celular também previne a inoculagéo
de gelo extracelular na solug&o intracelular. Portanto, a sobrevivéncia da célula durante o ciclo de
congelamento/descongelamento € essencialmente uma consequéncia da estabilidade da membrana
plasmatica. A crio-estabilidade da membrana celular depende de varios fatores. Por exemplo,
tem sido relatado que um aumento na quantidade de crioprotetores enddégenos (e.g. agucares),
sintese de determinadas proteinas e alteragcdo na composicao lipidica da membrana plasmatica
durante a aclimatagao ao frio resultam em aumento da crio-estabilidade das membranas (Uemura;
Steponkus, 1994).

Descongelamento

O descongelamento também é uma etapa critica no desenvolvimento de um protocolo de
criopreservacao. Durante esta fase pode haver formacao de cristais de gelo €, em consequéncia
disto, as células podem ser danificadas pelos mesmos mecanismos ja discutidos anteriormente.
Estes cristais de gelo prejudiciais podem se formar de duas maneiras. No primeiro caso pelo
congelamento da agua liberada pela devitrificagdo, ou seja, a agua que estava presente nas células
e nao se congelou durante a reducao da temperatura, mas sofreu vitrificagdo. Com o aumento da
temperatura ocorre devitrificacao, liberando agua na forma liquida que pode se congelar antes que
a temperatura ambiente seja atingida. No segundo caso, cristais de gelo diminutos que possam
ter se formado durante o congelamento tém a oportunidade de crescer, devido ao aumento da
temperatura, formando cristais grandes, os quais entdo causam rompimento e morte das células.
Na maioria dos casos de descongelamento rapido por imersdo em agua ou meio de cultura liquido
a 35-40°C tem garantido melhores resultados. Nesta faixa de temperatura o descongelamento é
rapido o bastante para evitar a fusdo de micro-cristais formados no congelamento ou a formacéao
de novos cristais pela agua liberada pela devitrificacao.

Regeneracao

O processo de regeneracgao ideal é aquele que propicia a recuperagcdo da maior quantidade de
células vivas e que induz a formacao de uma nova planta. Métodos de avaliagao por coloragao tais
como teste de tetrazélio e de diacetato de fluoresceina tém sido usados para avaliar a viabilidade
de tecidos e células congeladas. E oportuno mencionar que estes métodos podem dar informagéo
incorreta sobre a viabilidade. Células podem dar reacao de coloracao positiva imediatamente depois
do descongelamento, mas eventualmente morrem em cultura. Em outros casos, células que foram
parcialmente danificadas pelo congelamento e estdo em estado de choque dao reagao de coloragéo
negativa, mas se recuperam e retomam crescimento apés uma fase de repouso (Bajaj, 1995).
As células podem também apresentar coloragao inadequada quando comparadas com controles,
nao sendo possivel definir sua viabilidade. Portanto, a Unica evidéncia inquestionavel da viabilidade
do material submetido ao congelamento em nitrogénio liquido é a retomada do crescimento e a
regeneracdo de um novo individuo.
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Métodos para avaliacao da viabilidade

Nas Figuras 8 e 9 estao ilustrados os tipos de métodos direto e indireto utilizados para a avaliagao
da germinabilidade e da viabilidade de diferentes estruturas vegetais submetidas a desidratagéo
e a desidratacao seguida de congelamento em condigdes criogénicas de nitrogénio liquido.

Métodos diretos

Antonieta Nassif Saloméo

Fotos: Izulmé Rita Imaculada Santos e

Viabilidade

Figura 8. Métodos diretos utilizados para avaliar a viabilidade de material vegetal
desidratado e congelado em nitrogénio liquido.

Fotos: Antonieta Nassif Saloméao e
Izulmé Rita Imaculada Santos

Condutividade elétrica: células
mortas com sistema de membranas
danificado “vazam” eletrélitos

»

SarwAdnce provets yos TTT

Fluorescéncia: células vivas
convertem fluoresceina diacetato
Teste tetrazdlio: células vivas para fluoresceina e a estrutura
apresentam cor vermelha por apresenta fluorescéncia
converterem tetrazolio para
formazan, um pigmento vermelho

Figura 9. Métodos indiretos utilizados para avaliar a viabilidade de material vegetal desidratado e congelado em nitrogénio
liquido.
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Resultados alcangados

Os distintos procedimentos descritos acima foram utilizados para o estabelecimento de protocolos
para a criopreservagao de 247 espécies de uso madeireiro, paisagistico, ornamental, medicinal,
alimenticio, melifero, forrageiro, ecolégico, artesanal, ritualistico e outros (Tabela 1). A regeneragao
dessas espécies foi feita por meio de germinagéo de suas sementes (S), em meio de cultura de
apices caulinares (AC) ou eixos embrionarios (EE) (Santos et al., 2013).

Tabela 1. Espécies de importancia econémica atual ou potencial, com sementes ortodoxas, intermediarias ou recalcitrantes
criopreservadas com sucesso.

Familia Género Espécie = Regeneracao
Amaranthaceae Pfaffia 1 S, AC
Anacardiaceae Anacardium, Astronium, Lithrea, Myracrodruon, 9 S

Schinopsis, Schinus, Spondias
Annonaceae Annona, Rollinia 3 S
Apocynaceae Aspidosperma 5 S
Araliaceae Schefflera 1 S
Arecacea Butia, Euterpe, Syagrus 5 EE
Asteraceae Lychnophora, Lepidaploa 2 S
Bignoniaceae Anemopaegma, Callichlamys, Cybistax, Friedericia, 15 S

Handroanthus, Jacaranda, Mansoa, Pyrostegia,

Tabebuia, Zeyheria
Boraginaceae Cordia 2 S
Bromeliaceae Bromelia, Pseudananas 3 S
Burseraceae Commiphora 1 S
Celastracea Maytenus 1 S
Clethraceae Clethra 1 S
Clusiaceae Kielmeyera 2 S
Combretaceae Buchenavia, Terminalia 5 S
Convolvulaceae Distimake, Ipomoea 3 S
Eriocaulaceae Syngonanthus 1 S
Euphorbiaceae Mabea, Manihot 2 S, AC
Fabaceae Acacia, Aeschynomne, Acosmium, Albizia, Amburana, 121 S

Anadenanthera, Apuleia, Bauhinia, Bowdichia,
Canavalia, Cassia, Cenostigma, Centrolobium,
Centrosema, Chamaecrista, Clitoria, Copaifera,
Cratylia, Crotalaria, Cyclolobium, Dalbergia, Dialium,
Dimorphandra, Dioclea, Diplotropis, Dipteryx,
Enterolobium, Hymenaea, Leptolobium, Lonchocarpus,
Luetzelburgia, Machaerium, Martiodendron,
Melanoxylon, Mimosa, Mucuna, Myrocarpus, Myroxylon,
Ormosia, Parapiptadenia, Parkia, Peltogyne, Piptadenia,
Phithecellobium, Plathymenia, Platypodium, Poeppigia,
Pterocarpus Pterodon, Samanea, Sclerolobium,
Schizolobium, Senegalia, Senna, Sesbania,
Stylosanthes, Stryphnodendron, Tabaroa, Tachigall,
Vatairea, Vigna

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo.

Familia Género Espécie = Regeneracao
Gesneriaceae Sinningia 1 S
Hernandiaceae Sparattanthelium 1 S
Lamiaceae Aegiphila, Lantana, Vitex 4 S, AC
Lecythidaceae Cariniana, Couratari 8 S
Liliaceae Hippeastrum 1
Lythraceae Diplusodon, Lafoensia, Physocalyma & S
Malpighiaceae Byrsonima 2 S
Malvaceae Apeiba, Chorisia, Eriotheca, Gossypium, Guazuma, 20 S

Helicteres, Luehea, Mollia, Pseudobombax, Sterculia,

Waltheria
Meliaceae Cedrela, Swietenia 3 S
Moraceae Dorstenia, Fucus 2 S
Myrtaceae Acca, Psidium 4 S
Passifloraceae Passiflora 2 S
Polygonaceae Coccoloba, Triplaris 2 S
Rhamnaceae Ziziphus 1 S
Rubiaceae Genipa, Guettarda, Simira, Tocoyena 4 S
Solanaceae Capsicum 1 S
Sapindaceae Magonia, Matayba, Sapindus 3 EE, S
Siparunaceae Siparuna 1 S
Styracaceae Styrax 1 S
Vochysiaceae Callisthene, Qualea, Vochysia 4 S
Zingiberaceae Renealmia 1 S

Conclusoes e perspectivas

Estudos realizados nos ultimos 30 anos resultaram no desenvolvimento de protocolos de
criopreservacao de células, tecidos e sementes de uma grande variedade de espécies de plantas.
Em muitos casos as técnicas de criopreservagao avancaram o suficiente para se poder vislumbrar
seu uso imediato em larga escala, em bancos de germoplasma. Entretanto, alguns materiais
vegetais ainda se mostram sensiveis ao congelamento, como é o caso das sementes recalcitrantes.
A diversidade de resposta entre as diferentes espécies de plantas, ou mesmo entre diferentes
tecidos de uma mesma espécie, dificulta sobremaneira a generalizagao e o desenvolvimento de um
protocolo de carater universal. As pesquisas na area de criobiologia continuam sendo conduzidas
em varias partes do mundo para melhorar os conhecimentos dos mecanismos biolégicos que
controlam a tolerancia a desidratacéo e a sensibilidade ao congelamento e tornar esta técnica mais
promissora para maior numero de plantas. Estudos biofisicos e bioquimicos tém sido usados para
investigar os mecanismos e as causas de injuria induzidos pela criopreservacao, resultando em
numerosas descobertas fundamentais para aprimorar as técnicas de criopreservacao e para superar
as dificuldades associadas com as espécies problematicas. O método de congelamento lento ainda
€ comumente utilizado para a criopreservacao de células em suspensao. As técnicas baseadas na
vitrificagcdo e no encapsulamento-desidratacdo permitiu a sobrevivéncia de materiais extremamente
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sensiveis a desidratagcédo e ao congelamento e aprimorou o processo de criopreservacao. Do ponto
de vista pratico, mais informacdes sobre os niveis de viabilidade ideais, o tamanho adequado
da amostra para cada acesso e a periodicidade de monitoramento sdo necessarios e precisam
ser definidos para facilitar a aplicagao desta técnica. Da mesma forma, o efeito dos protocolos
criogénicos e de regeneragéo sobre a estabilidade genética do material mantido em nitrogénio
liquido precisa ser averiguado. A melhoria no processo de manutengao das cépias de seguranca
dos Bancos ativos de Germoplasma (BAGs) necessitara a ampliagao da utilizagcao da criogenia e
técnica de crescimento reduzido in vitro no Banco Genético (BGE). Uma delas sera o de aumento do
numero de empregados nas equipes do Laboratério de criobiologia vegetal (LCV) e do Laboratério
de cultura de tecidos (LCT) nos BAGs e investimento em infraestrutura do LCT e BAGs. Para estas
adaptacoes serao necessarios recursos financeiros independentes ou adicionais? Ou ambos? do
previsto para a Vertente vegetal do Portfélio Gestao Estratégica de Recursos Genéticos para a
Alimentacao, a Agricultura e a Bioindustria. A desvinculagdo devera acontecer porque o recurso
previsto para este Portfélio nao esta sendo repassado em sua totalidade, mas principalmente
porque a criacao de copias de seguranca da maioria dos BAGs nao foi prevista no Portfélio que se
encontra em andamento. Apesar da importancia da manutengao das copias de seguranca de BAGs
no Sistema de Curadoria de Germoplasdma (SCG) da Embrapa, recomendadas pela Organizacao
das Nagdes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura (FAO), a manutengao desses acessos
nao dependera apenas do empenho da equipe do SCG composta de curadores, empregados de
laboratérios de criogenia e de cultura de tecidos, mas principalmente de decisées de gestores que
se encontram acima da SCG na hierarquia da Embrapa.
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