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Apresentação

O desenvolvimentos de técnicas para a conservação de germoplasma por um

longo prazo com a máxima integridade genética e biológica possível, tem sido

uma preocupação constante dos melhoristas.  Com este trabalho, a Embrapa

Algodão coloca a disposição das pessoas ligada a agricultura, informações sobre

as técnicas de preservação de germoplasmas vegetal.

Robério Ferreira dos Santos
Chefe Geral da Embrapa Algodão
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Crioconservação no

Melhoramento Vegetal

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Marcia Soares Vidal

1. Introdução

À medida que a população mundial aumenta, as fronteiras agrícolas e urbanas

se expandem, ocupando o habitat natural de numerosas espécies de plantas e

animais (STUSHNOFF e SEUFFERHELD, 1995). Este fenômeno vem causando

enormes perdas na diversidade genética de espécies de plantas nativas

chegando muitas vezes à sua completa extinção. Outro fator que favorece o

desequilíbrio na manutenção de variabilidade genética é o emprego maciço na

agricultura de espécies selecionadas, devido ao seu potencial nutricional, alta

produtividade ou por resistência a doenças e estresses ambientais (VILLALOBOS

et al., 1991).

A execução de programas de melhoramento genético para a criação de novas

cultivares que atendam às demandas agroindustriais está intimamente

relacionada à manutenção dos acessos armazenados nos diferentes Bancos de

Germoplasma mantidos em diversas instituições. Atualmente, a manutenção de

germoplasmas é realizada mais freqüentemente por meio do banco de sementes

e coleções de campo. No entanto, estas formas de manutenção estão longe de

satisfazer as necessidades atuais e futuras, devido ao custo de manutenção,

além do elevado risco de contaminação e perda de viabilidade por muitos anos,

no caso dos bancos de sementes e também pela ação de pragas, doenças ou

condições adversas ao ambiente a que as coleções de campo são expostas.
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As técnicas de cultivo in vitro, empregando-se o crescimento lento, vêm sendo

vistas como alternativa para os bancos de sementes, pois visam à conservação

de germoplasma vegetal; no entanto, tais metodologias asseguram a manutenção

por um período curto de tempo (seis a doze meses) dependendo do

procedimento ou da espécie de planta. Portanto, o emprego de um sistema de

manutenção a médio e longo prazo para conservação de estruturas organizadas

com alta estabilidade genética e biológica e espécies com sementes recalcitrantes

ou intermediárias, é de fundamental importância para armazenamento dos

acessos num Banco de Germoplasma. Atualmente, a crioconservação é a única

técnica capaz de atender a esses pré-requisitos. Nos últimos anos, numerosos

relatos de criopreservação de plantas de propagação vegetativa, cereais e

gramíneas, plantas ornamentais, frutíferas tropicais e temperadas, leguminosas e

oleaginosas, estimulantes e medicinais foram publicados, expondo-se diversas

estratégias, desde o tipo de explante até o emprego de diferentes tipos de

crioconservante.

2. Panorama do Cultivo de Tecidos na Conservação de

Germoplasma Vegetal

Segundo IBPGR (1991), germoplasma é o material que constitui a base física da

herança e se transmite de uma geração para outra através de células

reprodutivas. Numa visão mais ampla, germoplasma pode ser considerado a

soma total dos materiais hereditários de uma espécie (ALLARD,1960). Outros,

ainda, definem germoplasma como sendo um indivíduo ou clone que representa

uma espécie ou cultura passível de ser mantido em reservatório.

Acesso é o termo utilizado para qualificar toda amostra de germoplasma que

representa a variação genética de uma população ou de um indivíduo propagado

clonalmente.

Diversos procedimentos relacionados à biotecnologia têm sido adotados com

variado grau de sucesso no melhoramento de diversas espécies de interesse

econômico: 1) a micropropagação; 2) a regeneração de híbridos somáticos, tanto

intergenéricos como interespecíficos, pela fusão de protoplastos; 3) a obtenção

de haplóides; 4) a seleção in vitro de variantes somaclonais; e 5) transformação.

Além disso, as técnicas  de propagação vegetativa in vitro se adequam a

programa de introdução, armazenamento e intercâmbio de germoplasma,

contribuindo para prevenir perda de variabilidade genética. No entanto, o uso da

biotecnologia no melhoramento genético das plantas depende de protocolos de

regeneração in vitro a partir da cultura de células e/ou de tecidos, incluindo a

embriogênese somática e surperbrotamento.
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2.1. Conservação, preservação e intercâmbio de

germoplasma

Embora os termos conservação e preservação sejam muito utilizados, vale
ressaltar a diferença existente entre eles. Frankel e Soule (1981) propuseram que
conservação é um conjunto de políticas e programas criados para a manutenção
em longo prazo de comunidades sob condições potenciais para contínua
evolução, já preservação é a manutenção de indivíduos ou grupos sem efeito da

evolução.

A variação genética pode ser mantida sob diferentes sistemas e metodologias.
Todavia, entre as metodologias com maior destaque para recursos genéticos
estão as reservas genéticas para conservação da diversidade genética in situ e as
coleções de germoplasma para conservação de variabilidade genética ex situ, em
que podem ser mantidos indivíduos, sementes, embriões ou outras estruturas
vegetais sob diferentes condições, dependendo do material utilizado: no campo
ou em casas- de- vegetação, em câmaras secas sob baixa temperatura, em meio
de cultura com baixa concentrações salinas (conservação in vitro) ou

criopreservadas.

A conservação da variação genética dos acessos mantidos fora do seu ambiente
natural, em coleções de germoplasma ex situ, representa um permanente desafio
para evitar alterações genéticas na amostra populacional submetida à paralisação

ou “congelamento” do processo evolutivo que atuava  sobre a população no
momento da amostragem. Por outro lado, quando a conservação dos acessos é

realizada em seu ambiente natural, o processo evolutivo continua e com ele
novas formas de variação genética podem ocorrer e serem amostradas (FRANKEL

e SOULE, 1981).

Segundo Pasqual et al. (1997), Banco de Germoplasma destina-se à preservação

da máxima variabilidade genética vegetal existente, desde as novas cultivares até

as espécies silvestres, tendo como objetivo:

• conservar fontes genéticas para futuro uso em melhoramento e estudos

genéticos;

• manter coleções de diferentes genótipos devidamente caracterizados e

avaliados para uso em programas de melhoramento e,

• prevenir e evitar a perda de recursos genéticos.

 Alguns critérios devem ser considerados na escolha das culturas e materiais a
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serem conservados: 1) importância econômica e social; 2) ameaça de perda da

variabilidade genética; 3) necessidade para uso em melhoramento genético e 4)

viabilidade de conservar o germoplasma coletado.

2.1.1. Preservação in vitro

A preservação de material genético in vitro é uma técnica promissora de

manutenção de genes, que poderá estar disponívl facilmente. Mantendo-se

plantas ou segmentos das mesmas de diferentes procedências e genótipos em

condições de crescimento mínimo ou mesmo em criopreservação, pode-se dispor

desses materiais para uso no melhoramento genético, podendo-se utilizá-lo para

intercâmbio entre instituições dentro do País ou com o exterior sem os riscos de

estar levando pragas ou doenças a novas regiões; outra vantagem é a

necessidade de pequeno espaço para preservação de grande quantidade de

genótipos.

A conservação do germoplasma através da preservação in vitro (Figura 1), é

especialmente útil para espécies com sementes recalcitrantes, como a maioria das

espécies perenes tropicais, que perdem a sua viabilidade em curto período de

tempo nos sistemas convencionais de conservação. Além disto, esta forma de

preservação é importante para espécies de propagação vegetativa que,

produzindo ou não sementes, apresentam alta segregação genética devido ao

elevado grau de heterozigose, implicam na necessidade de manter-se as plantas

em Bancos Ativos de

Germoplasma (BAG) é

aumentando o custo da

preservação dos acessos. A

preservação  in vitro apresenta

algumas desvantagens, tais como:

necessidade de subcultivos

periódicos, risco de perda por

contaminação, risco de danos dos

equipamentos de controle

ambiental, possibilidade de

variação genética ao longo do

cultivo e inviabilidade do material

estar prontamente disponível para

uso do melhorista.

É grande o número de espécies vegetais cuja conservação é acessível às técnicas

in vitro (Tabela 1); no entanto, deve-se fazer uma avaliação cuidadosa das

Fig. 1. Preservação de cultivar de algodão

in vitro.
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vantagens e desvantagens da conservação in vitro para cada caso específico

(ROCA et al., 1991).

O material vegetativo utilizado nesse tipo de cultivo é o explante, que pode ser

retirado de diferentes estruturas da planta. Deve-se preferir material geneticamente

estável, como o meristema. Calos, anteras, células em suspensão e protoplastos,

são materiais considerados instáveis e, por isso, não são empregados na

preservação.

Há duas formas de preservação in vitro, uma mediante a limitação do crescimento

até a taxa mínima e a outra conforme a supressão total do crescimento e do

metabolismo celular (criopreservação).

Dependendo das características específicas de cada germoplasma vegetal, pode

ser utilizada uma ou mais formas de conservação. De maneira bem geral e para

melhor situar a preservação de germoplasma in vitro são apresentadas as várias

formas pelas quais ela pode ser feita.

A) Crescimento Mínimo ou Crescimento Zero

A cultura de tecidos in vitro, também conhecida como coleção ativa, é mais uma

Tabela 1. Gêneros que podem ser cultivados in vitro.

Fonte: Roca et al. (1991).
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opção para a conservação de espécies com sementes recalcitrantes com elevada

heterozigose e de propagação vegetativa.

O crescimento rápido dos cultivos exige mais mão-de-obra e aumenta a

possibilidade de perdas devido a acidentes de contaminação microbiana durante

a repicagem contínua dos subcultivos, sendo necessário,  então, reduzir ao

mínimo a freqüência dos subcultivos e minimizar a possibilidade de variação

genética.

Para manter as plantas com crescimento mínimo ou crescimento zero, algumas

técnicas são utilizadas (PASQUAL, 1998):

• Alteração nas condições ambientais, especialmente em se reduzindo a

temperatura na sala de crescimento para 0- 6ºC (espécies de clima temperado)

e para 15-20ºC (espécies de clima tropical e subtropical. Pode ser utilizada

também, a redução da pressão atmosférica e da disponibilidade de oxigênio

acarretando a redução da taxa de crescimento.

• Modificação no meio básico de cultura, pela omissão ou redução de alguns

fatores essenciais ao crescimento normal. Dobrando-se a concentração de

sacarose no meio acima dos 3% do meio-padrão, pode-se aumentar a

longevidade da planta in vitro submetida à redução do crescimento.

• Uso de retardadores de crescimento, como ácido abscísico ou compostos de

efeito osmótico, como o manitol e sorbitol.

• Recobrimento de estruturas com uma camada de óleo mineral, reduzindo a taxa

de crescimento e conseqüentemente a necessidade de subculturas freqüentes.

O armazenamento de germoplasma em crescimento lento é um método viável

para manter grandes coleções em pouco espaço, livre das infestações de pragas

e enfermidades. Entretanto, o crescimento lento é limitado em dois aspecto:

primeiro, não é considerado muito seguro para sistemas de células não

organizadas e calo. Embora tenham sido relatados alguns sucessos na

conservação, a possibilidade de ocorrência de variação somaclonal nessas

culturas deve ser considerada, apresentando um grande risco; em segundo lugar,

as condições não são consideradas suficientemente estáveis para a conservação

de germoplasma a longo prazo, mesmo para culturas de explantes de parte

aéreas (IBPGR, 1983). Necessita-se de uma tecnologia que seja análoga ao

armazenamento de sementes ortodoxas secas a baixa temperatura; somente a

criopreservação (conservação por congelamento à temperatura de nitrogênio
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líquido (-196ºC) ou próximo a esta temperatura, oferece esta possibilidade

(WITHERS, 1998).

B) Criopreservação

A criopreservação de coleção base se refere a conservação de material biológico

sob condições de ultra baixas temperaturas em nitrogênio líquido a -196ºC, ou

em sua fase de vapor, a (-150ºC) (KARTHA, 1985). Este conceito define

criopreservação.

A criopreservação é capaz de interromper todo o metabolismo celular e tem sido

considerada a maneira mais promissora de preservação a longo prazo para

células, tecidos e órgãos vegetais. A partir desses explantes, poderão ser

regeneradas plantas em qualquer época, sem risco de variações genéticas no

material preservado. A criopreservação, como todos os métodos, possui suas

vantagens e desvantagens (Tabela 2).

A criopreservação pode ser utilizada para todos os tipos de explante, tais como:

meristemas, suspensões celulares, embriões (somáticos, zigóticos ou nucelares)

e protoplastos. De modo geral, estruturas de tamanho reduzido são mais

apropriadas para o congelamento, uma vez que a desidratação e o congelamento

ocorrem de forma mais rápida e uniforme em estruturas menores.

Conforme Santos (2000), nos últimos vinte anos foram publicados na literatura

numerosos relatos de criopreservação de plantas de propagação vegetativa,

cereais e gramíneas, plantas ornamentais, frutíferas tropicais e temperadas,

Tabela 2. Principais vantagens e desvantagens da criopreservação.

Fonte: Pasqual (1998).
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leguminosas e oleaginosas, estimulantes medicinais e aromáticas, entre outras,

(Tabela 3). Material jovem, em estádio meristemático, é mais apropriado porque

suas células são pequenas e contêm citoplasma denso com poucos vacúolos e,

portanto pouca água (Engelmann, 1991). Entretanto, outros tipos de material

vegetal como pontas de ápice, raízes, células em cultura, protoplastos, pólem,

Tipo de material: A – ápice caulinar; ES – embrião somático; EZ – embrião zigótico; G – gema lateral; M-

meristema; SC – suspensão celular;Técnica de congelamento: CL – congelamento lento; CL-R –

congelamento lento e rápido;  D – desidratação; E-D encapsulamento-desidratação; V – vitrificação.

Fonte: Santos (2000).

Tabela 3. Lista de algumas espécies de plantas de importância econômica

criopreservadas com sucesso.
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anteras, embriões somátcos e zigóticos e sementes inteiras de várias espécies,

tem sido regenerados com sucesso após congelamento em nitrogênio líquido por

períodos de tempo que variam de algumas horas até alguns anos. (KARTHA,

1985; WITHERS, 1987; GOES, 1993.

A criopreservação de estruturas vegetais envolve uma seqüência de tratamentos

destinados a minimizar os danos causados pela baixa temperatura e pelo

restabelecimento do vegetal em meio de cultura.

Os métodos de criopreservação podem ser desdobrados em etapas conhecidas

como: pré-crescimento, crioproteção, resfriamento, armazenamento,

descongelamento e regeneração (WITHERS, 1984, 1985a, 1985b; KARTHA,

1985).

••••• Pré-crescimento – consiste em uma fase preparatória, onde se fornece à cultura

condições para tolerância ao congelameto. Envolve suplementação de

compostos osmoticamente ativos ao meio, além de outras substâncias;

• Crioproteção – consiste na aplicação de um ou mais compostos que permitam

à célula tolerar as mudanças físicas e químicas relacionadas ao congelamento e

descongelamento;

••••• Resfriamento – o resfriamento pode ser feito lento ou rápido. As duas formas

proporcionam diferentes mecanismo de sobrevivência. No esfriamento lento, o

gelo é formado fora da célula, evitando a cristalização de gelo na célula. Como

a água é retirada para o meio extracelular, a célula fica desidratada e essa

desidratação reduz a quantidade de água disponível à formação prejudicial de

cristais de gelo. Em seguida, o conteúdo de água se solidifica ocorrendo

normalmente a formação de cristais de gelo inofensivos à integridade da célula.

O esfriamento rápido induz a um congelamento intracelular, evitando a

desidratação da célula. Este tipo de esfriamento minimiza a formação de gelo

prejudial pela formação de pequenos cristais de gelo devido aos agentes

crioprotetores. Geralmente, o esfriamento rápido é bem mais difícil de se

conseguir  que o esfriamento lento;

••••• Armazenamento – é feito em botijões ou tanques criogênicos contendo

nitrogênio, mantendo as espécies a (-196 ºC) na fase líquida, ou (– 150 ºC)

na fase de vapor;

••••• Descongelamento – esta etapa é tão importante quanto a fase de esfriamento.

Deve ser feito rapidamente para assegurar que nenhum gelo na célula se
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descongele com possibilidade de se recristalizar em grandes cristais

prejudiciais;

••••• Regeneração – reestabelecer o crescimento após a criopreservação é uma das

fases críticas deste método. Deve-se permitir a retomada dos processos

metabólicos interrompidos pelo congelamento com o mínimo distúrbio osmótico

e físico.

Torna-se necessário desenvolver procedimentos específicos para cada tipo de

cultura, pois diferentes sistemas de cultura reagem diferentemente à

criopreservação, mas a criopreservação é mais adequada que o crescimento lento

para o grande elenco de sistema de cultura.

Uma vez que pouquíssimos materiais biológicos suportam temperaturas abaixo

de zero em seu estado natural, alguns protocolos de criopreservação envolvem

uma etapa de tratamento com crioprotetores, que são produtos químicos capazes

de baixar a temperatura na qual o congelamento ocorre, reduzindo assim a água

intracelular e alterando o tamanho dos cristais de gelo formados o que minimiza

os danos (WITHERS, 1998). Alta solubilidade e baixa toxidez são características

essenciais para o sucesso de um crioprotetor. O glicerol foi o primeiro composto

químico empregado na crioproteção, seguido pelo dimetil sulfóxido (DMSO).

Embora hoje exista uma série de crioprotetores, estes dois compostos ainda são

os mais usados  (MORRIS, 1980; KARTHA, 1987).

Existem dois métodolos de criopreservação: um baseado no congelamento lento

e outro no congelamento rápido.

O método de congelamento lento  (Figura 2) é comumente utilizado para a

criopreservação de células em suspensão, com base no princípio de evitar danos

causados pelo gelo por meio da desidratação por resfriamento lento.

O método de congelamento rápido está baseado na vitrificação  (Figura 3) e no

encapsulamento-desidratação, permitindo a sobrevivência de materiais

extremamente sensíveis à desidratação e congelamento,  evitando danos

causados pela formação de cristais microscopicamente pequenos nos tecidos e

simplificando, o processo de criopreservação (SANTOS, 2000). Esta técnica tem

sido utilizada com relativo sucesso, especialmente em ápices caulinares, mas é

muito menos flexível e, por isso, envolve maiores riscos que o resfriamento

lento.

Apesar da criopreservação ter sido  testada preliminarmente em diversas
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Fig. 2. Diagrama mostrando as diferentes etapas do congelamento lento (método

clássico).

Fonte: Santos (2001).

Fig. 3. Diagrama mostrando as diferentes fases do congelamento rápido (método

contemporâneo).

Fonte: Santos (2001).

espécies, ainda não existe uma rotina de laboratório que possa garantir a

conservação de germoplasma vegetal. Isto se deve à complexidade, tanto técnica

como biológica, que envolve os processos de congelamento e descongelamento

dos seres vivos. Além disso, diferentes espécies reagem de maneira diversa a

criopreservação, de forma que se torna necessário o desenvolvimento  de

metodologias que atendam as exigências de cada espécie  (WILLIAMS, 1990).
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