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Apresentacao

O desenvolvimentos de técnicas para a conservacao de germoplasma por um
longo prazo com a méaxima integridade genética e biolégica possivel, tem sido
uma preocupacao constante dos melhoristas. Com este trabalho, a Embrapa
Algodao coloca a disposicao das pessoas ligada a agricultura, informacdes sobre

as técnicas de preservacao de germoplasmas vegetal.

Robério Ferreira dos Santos
Chefe Geral da Embrapa Algodéao
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Crioconservacao no
Melhoramento Vegetal

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Marcia Soares Vidal

1. Introducédo

A medida que a populacido mundial aumenta, as fronteiras agricolas e urbanas
se expandem, ocupando o habitat natural de numerosas espécies de plantas e
animais (STUSHNOFF e SEUFFERHELD, 1995). Este fendmeno vem causando
enormes perdas na diversidade genética de espécies de plantas nativas
chegando muitas vezes a sua completa extincdo. Outro fator que favorece o
desequilibrio na manutencéao de variabilidade genética é o emprego macico na
agricultura de espécies selecionadas, devido ao seu potencial nutricional, alta
produtividade ou por resisténcia a doencas e estresses ambientais (VILLALOBOS
et al., 1991).

A execucao de programas de melhoramento genético para a criacdo de novas
cultivares que atendam as demandas agroindustriais esta intimamente
relacionada a manutencao dos acessos armazenados nos diferentes Bancos de
Germoplasma mantidos em diversas instituicoes. Atualmente, a manutencao de
germoplasmas é realizada mais freqliientemente por meio do banco de sementes
e colecdes de campo. No entanto, estas formas de manutencéao estao longe de
satisfazer as necessidades atuais e futuras, devido ao custo de manutencéo,
além do elevado risco de contaminacao e perda de viabilidade por muitos anos,
no caso dos bancos de sementes e também pela acao de pragas, doencas ou
condicdes adversas ao ambiente a que as colecdes de campo sdo expostas.
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As técnicas de cultivo in vitro, empregando-se o crescimento lento, vém sendo
vistas como alternativa para os bancos de sementes, pois visam a conservacao
de germoplasma vegetal; no entanto, tais metodologias asseguram a manutencao
por um periodo curto de tempo (seis a doze meses) dependendo do
procedimento ou da espécie de planta. Portanto, o emprego de um sistema de
manutencao a médio e longo prazo para conservacao de estruturas organizadas
com alta estabilidade genética e bioldgica e espécies com sementes recalcitrantes
ou intermedidrias, é de fundamental importancia para armazenamento dos
acessos num Banco de Germoplasma. Atualmente, a crioconservacao é a Unica
técnica capaz de atender a esses pré-requisitos. Nos Ultimos anos, numerosos
relatos de criopreservacao de plantas de propagacao vegetativa, cereais e
gramineas, plantas ornamentais, frutiferas 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 Conservacao de
Germoplasma Vegetal

Segundo IBPGR (1991), germoplasma é o material que constitui a base fisica da
heranca e se transmite de uma geracdo para outra através de células
reprodutivas. Numa visdao mais ampla, germoplasma pode ser considerado a
soma total dos materiais hereditarios de uma espécie (ALLARD,1960). Outros,
ainda, definem germoplasma como sendo um individuo ou clone que representa
uma espécie ou cultura passivel de ser mantido em reservatério.

Acesso é o termo utilizado para qualificar toda amostra de germoplasma que
representa a variacdo genética de uma populacao ou de um individuo propagado
clonalmente.

Diversos procedimentos relacionados a biotecnologia tém sido adotados com
variado grau de sucesso no melhoramento de diversas espécies de interesse
econdmico: 1) a micropropagacao; 2) a regeneracao de hibridos somaticos, tanto
intergenéricos como interespecificos, pela fusdo de protoplastos; 3) a obtencao
de hapldides; 4) a selecao in vitro de variantes somaclonais; e 5) transformacao.
Além disso, as técnicas de propagacao vegetativa in vitro se adequam a
programa de introducdo, armazenamento e intercambio de germoplasma,
contribuindo para prevenir perda de variabilidade genética. No entanto, o uso da
biotecnologia no melhoramento genético das plantas depende de protocolos de
regeneracao in vitro a partir da cultura de células e/ou de tecidos, incluindo a
embriogénese somatica e surperbrotamento.
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2.1. Conservacao, preservacao e intercambio de
germoplasma

Embora os termos conservacao e preservacao sejam muito utilizados, vale
ressaltar a diferenca existente entre eles. Frankel e Soule (1981) propuseram que
conservacao é um conjunto de politicas e programas criados para a manutencao
em longo prazo de comunidades sob condi¢cdes potenciais para continua
evolucao, ja preservacao é a manutencao de individuos ou grupos sem efeito da
evolucao.

A variacdo genética pode ser mantida sob diferentes sistemas e metodologias.
Todavia, entre as metodologias com maior destaque para recursos genéticos
estdo as reservas genéticas para conservacao da diversidade genética /in situ e as
colecdes de germoplasma para conservacao de variabilidade genética ex situ, em
que podem ser mantidos individuos, sementes, embrides ou outras estruturas
vegetais sob diferentes condicées, dependendo do material utilizado: no campo
ou em casas- de- vegetacao, em camaras secas sob baixa temperatura, em meio
de cultura com baixa concentracdes salinas (conservacao in vitro) ou
criopreservadas.

A conservacao da variacao genética dos acessos mantidos fora do seu ambiente
natural, em colecdes de germoplasma ex situ, representa um permanente desafio
para evitar alteracoes genéticas na amostra populacional submetida a paralisacao
ou “congelamento” do processo evolutivo que atuava sobre a populagao no
momento da amostragem. Por outro lado, quando a conservacao dos acessos é
realizada em seu ambiente natural, o processo evolutivo continua e com ele
novas formas de variacao genética podem ocorrer e serem amostradas (FRANKEL
e SOULE, 1981).

Segundo Pasqual et al. (1997), Banco de Germoplasma destina-se a preservacao
da méaxima variabilidade genética vegetal existente, desde as novas cultivares até
as espécies silvestres, tendo como objetivo:

e conservar fontes genéticas para futuro uso em melhoramento e estudos
genéticos;

e manter colecOes de diferentes gendtipos devidamente caracterizados e
avaliados para uso em programas de melhoramento e,

e prevenir e evitar a perda de recursos genéticos.

Alguns critérios devem ser considerados na escolha das culturas e materiais a

13
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serem conservados: 1) importancia econdmica e social; 2) ameaca de perda da
variabilidade genética; 3) necessidade para uso em melhoramento genético e 4)
viabilidade de conservar o germoplasma coletado.

2.1.1. Preservacao in vitro

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

A conservacao do germoplasma através da preservacao in vitro (Figura 1), é
especialmente Util para espécies com sementes recalcitrantes, como a maioria das
espécies perenes tropicais, que perdem a sua viabilidade em curto periodo de
tempo nos sistemas convencionais de conservacao. Além disto, esta forma de
preservacao é importante para espécies de propagacao vegetativa que,
produzindo ou nao sementes, apresentam alta segregacao genética devido ao
elevado grau de heterozigose, implicam na necessidade de manter-se as plantas
em Bancos Ativos de
Germoplasma (BAG) é
aumentando o custo da
preservacao dos acessos. A
preservacao in vitro apresenta
algumas desvantagens, tais como:
necessidade de subcultivos
periédicos, risco de perda por
contaminacéo, risco de danos dos
equipamentos de controle
ambiental, possibilidade de
variacao genética ao longo do
cultivo e inviabilidade do material
estar prontamente disponivel para
uso do melhorista.

Foto: Sérgio Cobel.

Fig. 1. Preservacédo de cultivar de algodado
in vitro.

E grande o niimero de espécies vegetais cuja conservacio é acessivel as técnicas
in vitro (Tabela 1); no entanto, deve-se fazer uma avaliacao cuidadosa das
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Tabela 1. Géneros que podem ser cultivados in vitro.

Solanum Olea
Manihot Ananas
Musa Ficus

Ipomoea Agave
Xanthosoma Vanilla
Colocasia Allium
Dioscorea Piper
Canna Saccharum
Vitis Tuberculo andinos (varios géneros)
Propagados sexualmente
Citrus Anacardium
Elaeis Theobroma
Coccus Hevea
Malus Chinchona
Persea Cinnamonium
Mangifera Coffea
Macadamia Camellia
Durio Artocarpus

Fonte: Roca et al. (1991).

vantagens e desvantagens da conservacao /in vitro para cada caso especifico
(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
estavel, como o meristema. Calos, anteras, células em suspensao e protoplastos,
sdo materiais considerados instaveis e, por isso, ndo sdao empregados na
preservacao.

Ha duas formas de preservacao /in vitro, uma mediante a limitacdo do crescimento
até a taxa minima e a outra conforme a supressao total do crescimento e do
metabolismo celular (criopreservacao).

Dependendo das caracteristicas especificas de cada germoplasma vegetal, pode
ser utilizada uma ou mais formas de conservacao. De maneira bem geral e para
melhor situar a preservacao de germoplasma in vitro sdao apresentadas as varias
formas pelas quais ela pode ser feita.

A) Crescimento Minimo ou Crescimento Zero

A cultura de tecidos /n vitro, também conhecida como colecéo ativa, é mais uma

15
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opcdo para a conservacao de espécies com sementes recalcitrantes com elevada
heterozigose e de propagacao vegetativa.

O crescimento rapido dos cultivos exige mais mao-de-obra e aumenta a
possibilidade de perdas devido a acidentes de contaminacao microbiana durante
a repicagem continua dos subcultivos, sendo necesséario, entao, reduzir ao
minimo a freqliéncia dos subcultivos e minimizar a possibilidade de variacao
genética.

Para manter as plantas com crescimento minimo ou crescimento zero, algumas
técnicas sao utilizadas (PASQUAL, 1998):

e Alteracdo nas condicOes ambientais, especialmente em se reduzindo a
temperatura na sala de crescimento para O- 6°C (espécies de clima temperado)
e para 15-20°C (espécies de clima tropical e subtropical. Pode ser utilizada
também, a reducdo da pressdo atmosférica e da disponibilidade de oxigénio
acarretando a reducao da taxa de crescimento.

e Modificacdao no meio basico de cultura, pela omissdo ou reducao de alguns
fatores essenciais ao crescimento normal. Dobrando-se a concentracao de
sacarose no meio acima dos 3% do meio-padrao, pode-se aumentar a
longevidade da planta in vitro submetida a reducéo do crescimento.

e Uso de retardadores de crescimento, como acido abscisico ou compostos de
efeito osmético, como o manitol e sorbitol.

e Recobrimento de estruturas com uma camada de 6leo mineral, reduzindo a taxa
de crescimento e conseqlientemente a necessidade de subculturas freqientes.

O armazenamento de germoplasma em crescimento lento € um método viavel
para manter grandes colecdes em pouco espaco, livre das infestacdes de pragas
e enfermidades. Entretanto, o crescimento lento é limitado em dois aspecto:
primeiro, ndo é considerado muito seguro para sistemas de células ndao
organizadas e calo. Embora tenham sido relatados alguns sucessos na
conservacao, a possibilidade de ocorréncia de variacdo somaclonal nessas
culturas deve ser considerada, apresentando um grande risco; em segundo lugar,
as condicdes nao sao consideradas suficientemente estaveis para a conservacao
de germoplasma a longo prazo, mesmo para culturas de explantes de parte
aéreas (IBPGR, 1983). Necessita-se de uma tecnologia que seja analoga ao
armazenamento de sementes ortodoxas secas a baixa temperatura; somente a
criopreservacao (conservacao por congelamento a temperatura de nitrogénio
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liquido (-196°C) ou préximo a esta temperatura, oferece esta possibilidade
(WITHERS, 1998).

B) Criopreservacao

A criopreservacao de colecao base se refere a conservacao de material biolégico
sob condicdes de ultra baixas temperaturas em nitrogénio liquido a -196°C, ou
em sua fase de vapor, a (-150°C) (KARTHA, 1985). Este conceito define
criopreservacao.

A criopreservacao é capaz de interromper todo o metabolismo celular e tem sido
considerada a maneira mais promissora de preservacao a longo prazo para
células, tecidos e 6rgaos vegetais. A partir desses explantes, poderao ser
regeneradas plantas em qualquer época, sem risco de variacdes genéticas no
material preservado. A criopreservacdao, como todos os métodos, possui suas
vantagens e desvantagens (Tabela 2).

A criopreservacao pode ser utilizada para todos os tipos de explante, tais como:
meristemas, suspensoes celulares, embrides (somaticos, zigéticos ou nucelares)
e protoplastos. De modo geral, estruturas de tamanho reduzido sdo mais
apropriadas para o congelamento, uma vez que a desidratacao e o congelamento
ocorrem de forma mais rapida e uniforme em estruturas menores.

Conforme Santos (2000), nos ultimos vinte anos foram publicados na literatura
numerosos relatos de criopreservacao de plantas de propagacao vegetativa,
cereais e gramineas, plantas ornamentais, frutiferas tropicais e temperadas,

Tabela 2. Principais vantagens e desvantagens da criopreservacao.

e Conservacao por tempo indeterminado e Complexidade técnica e bioldgica
sem perda da viabilidade dos processos de congelamento e
descongelamento

e Preservacao de estruturas (células e Cada cultura exige procedimento
tecidos e 6rgao) especifico, exigindo o
desenvolvimento de um protocolo
para cada caso

e Evita variacdo somaclonal

e Em banco de germoplasma, é um
processo econémico

Fonte: Pasqual (1998).
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leguminosas e oleaginosas, estimulantes medicinais e arométicas, entre outras,
(Tabela 3). Material jovem, em estadio meristematico, é mais apropriado porque
suas células sdo pequenas e contém citoplasma denso com poucos vacuolos e,
portanto pouca agua (Engelmann, 1991). Entretanto, outros tipos de material
vegetal como pontas de apice, raizes, células em cultura, protoplastos, pélem,

Tabela 3. Lista de algumas espécies de plantas de importancia econdémica
criopreservadas com sucesso.

a) Raizes, bulbos e tubérculos

Alho (Allium sativum L.) M/V 90
Batata inglésa (solanum spp.) A/E-D 10
Batata-doce (l[pomea batatas L.) AV 23
Mandioca (Manihot esculenta Crantz) EZ/CL-R 97
b) Cereais e gramineas
Trigo (Triticum spp.) EZ/CL 70
Milho (Zea mays L.) EZ/CL 80
Cana-de-aclcar(Saccharum officinale L.) A/E-D 38-91
c) Plantas ornamentais
Cravo (Dianthus caryophyllus L.) G/CL 90
Crisantemo (Chysanthemum spp.) A/CL 90
d) Frutiferas tropicais e temperadas
Banana (Musa spp.) SC/CL 42
Citrus (Citrus sinensis [ L.] Osb.) ES/CL 5
Maca (Malus spp.) G/CL -
Morango (Fragaria spp.) SC/V 87
Péra (Pyrus communis L.) A/E-D 47
Videira (Vitis vinifera L.) A/E-D 30
e) Leguminosas e oleaginosas
Amendoim (Arachis hypogea L.) EZ/CL 90
Céco (Cocos nucifera L.) EZ/D 70
Grao-de-bico (Cicer spp.) AV 60
Oliveira (Olea europea L.) EZ/D 70
f) Estimulantes, medicinais e aromaticas
Café (Coffea arabica L.) EZ/D 95
Chéa (Camellia sinensis [L.] O. Kuntze EZ/D 95

Tipo de material: A — apice caulinar; ES — embrido somatico; EZ - embrido zigdtico; G — gema lateral; M-
meristema; SC - suspensao celular;Técnica de congelamento: CL — congelamento lento; CL-R —
congelamento lento e répido; D — desidratacado; E-D encapsulamento-desidratacao; V — vitrificacéo.
Fonte: Santos (2000).
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anteras, embrioes somatcos e zigdticos e sementes inteiras de varias espécies,
tem sido regenerados com sucesso apds congelamento em nitrogénio liquido por
periodos de tempo que variam de algumas horas até alguns anos. (KARTHA,
1985; WITHERS, 1987; GOES, 1993.

A criopreservacao de estruturas vegetais envolve uma seqliéncia de tratamentos
destinados a minimizar os danos causados pela baixa temperatura e pelo
restabelecimento do vegetal em meio de cultura.

Os métodos de criopreservacao podem ser desdobrados em etapas conhecidas
como: pré-crescimento, crioprotecao, resfriamento, armazenamento,
descongelamento e regeneracdo (WITHERS, 1984, 1985a, 1985b; KARTHA,
1985).

® Pré-crescimento — consiste em uma fase preparatéria, onde se fornece a cultura
condicOes para tolerancia ao congelameto. Envolve suplementacao de
compostos osmoticamente ativos ao meio, além de outras substéncias;

e Crioprotecao — consiste na aplicacao de um ou mais compostos que permitam
a célula tolerar as mudancas fisicas e quimicas relacionadas ao congelamento e
descongelamento;

e Resfriamento - o resfriamento pode ser feito lento ou rédpido. As duas formas
proporcionam diferentes mecanismo de sobrevivéncia. No esfriamento lento, o
gelo é formado fora da célula, evitando a cristalizacao de gelo na célula. Como
a dgua é retirada para o meio extracelular, a célula fica desidratada e essa
desidratacao reduz a quantidade de agua disponivel a formacao prejudicial de
cristais de gelo. Em seguida, o conteldo de agua se solidifica ocorrendo

normalmente a formacao de cristais de gelo inofensivos a integridade da célula.

O esfriamento rapido induz a um congelamento intracelular, evitando a
desidratacao da célula. Este tipo de esfriamento minimiza a formacao de gelo
prejudial pela formacado de pequenos cristais de gelo devido aos agentes
crioprotetores. Geralmente, o esfriamento rapido é bem mais dificil de se
conseguir que o esfriamento lento;

e Armazenamento — é feito em botijoes ou tanques criogénicos contendo
nitrogénio, mantendo as espécies a (-196 °C) na fase liquida, ou (- 150 °C)
na fase de vapor;

e Descongelamento — esta etapa é tdo 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;

® Regeneracdo — reestabelecer o crescimento apds a criopreservacao é uma das
fases criticas deste método. Deve-se permitir a retomada dos processos
metabdlicos interrompidos pelo congelamento com o minimo distdrbio osmético
e fisico.

Torna-se necessario desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de
cultura, pois diferentes sistemas de cultura reagem diferentemente a
criopreservacao, mas a criopreservacao é mais adequada que o crescimento lento
para o grande elenco de sistema de cultura.

Uma vez que pouquissimos materiais biolégicos suportam temperaturas abaixo
de zero em seu estado natural, alguns protocolos de criopreservacao envolvem
uma etapa de tratamento com crioprotetores, que sdo produtos quimicos capazes
de baixar a temperatura na qual o congelamento ocorre, reduzindo assim a 4gua
intracelular e alterando o tamanho dos cristais de gelo formados o que minimiza
os danos (WITHERS, 1998). Alta solubilidade e baixa toxidez sdo caracteristicas
essenciais para o sucesso de um crioprotetor. O glicerol foi o primeiro composto
quimico empregado na crioprotecao, seguido pelo dimetil sulféxido (DMSO).
Embora hoje exista uma série de crioprotetores, estes dois compostos ainda sédo
os mais usados (MORRIS, 1980; KARTHA, 1987).

Existem dois métodolos de criopreservacao: um baseado no congelamento lento
e outro no congelamento rapido.

O método de congelamento lento (Figura 2) é comumente utilizado para a
criopreservacao de células em suspensao, com base no principio de evitar danos
causados pelo gelo por meio da desidratacao por resfriamento lento.

O método de congelamento rapido esta baseado na vitrificacao (Figura 3) e no
encapsulamento-desidratacao, permitindo a sobrevivéncia de materiais
extremamente sensiveis a desidratacdo e congelamento, evitando danos
causados pela formacao de cristais microscopicamente pequenos nos tecidos e
simplificando, o processo de criopreservacdo (SANTOS, 2000). Esta técnica tem
sido utilizada com relativo sucesso, especialmente em apices caulinares, mas é
muito menos flexivel e, por isso, envolve maiores riscos que o resfriamento
lento.

Apesar da criopreservacao ter sido testada preliminarmente em diversas
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Fig. 2. Diagrama mostrando as diferentes etapas do congelamento lento (método
classico).
Fonte: Santos (2001).
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Fonte: Santos (2001).

espécies, ainda nao existe uma rotina de laboratério que possa garantir a
conservacao de germoplasma vegetal. Isto se deve a complexidade, tanto técnica
como bioldgica, que envolve os processos de congelamento e descongelamento
dos seres vivos. Além disso, diferentes espécies reagem de maneira diversa a
criopreservacao, de forma que se torna necessario o desenvolvimento de
metodologias que atendam as exigéncias de cada espécie (WILLIAMS, 1990).
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