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Apresentacao

Desde o inicio da década de 1970, hd uma crescente conscientizacdo mundial sobre a
necessidade de preservacao dos recursos genéticos, que sao essenciais para o
atendimento das demandas de variabilidade genética dos programas de melhoramento,
principalmente aqueles voltados para alimentacéao.

No Brasil, esta necessidade é especialmente importante, uma vez que a maioria dos
cultivos que compdem a base alimentar do pais é de origem exética. Observa-se, por
exemplo, que cerca de 95% dos acessos de cereais conservados em colecdes do Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecuaria (SNPA) sao de espécies exdticas. Portanto, a
manutencao e o enriquecimento continuo da variabilidade genética dessas colegcdes sdo
prioritarios e estratégicos, considerando, ainda, as atuais restricées internacionais ao
intercambio de germoplasma.

Na década de 1970, a Food and Agriculture Organization (FAO), 6rgdo das Nacoes Unidas,
estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de Centros para a conservacao de
recursos genéticos situados em regides consideradas de alta variabilidade genética. Em
1974, o Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR) criou o
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje transformado no Bioversity
International. No mesmo ano, a Embrapa reconheceu a importancia estratégica dos
recursos genéticos com a criacao do Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN),
que mais recentemente adotou a assinatura-sintese Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

A criacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a consolidacdo do SNPA
estabeleceram ambiente propicio para a formatacdo da Rede Nacional de Recursos
Genéticos. A partir de entdo, paulatinamente, colecées de germoplasma foram
estruturadas em diferentes Unidades Descentralizadas, predominantemente na area
vegetal.

Em 1993, por intermédio de deliberacdo da Diretoria Executiva, a Embrapa formalizou,
como ferramenta de gestao das colecdes, o Sistema de Curadorias de Germoplasma e
definiu os papéis e as responsabilidades para os diversos atores envolvidos nesse Sistema,
tais como: curadores de colecoes de germoplasma, Chefes de Unidades Descentralizadas
que abrigavam as colecdes e a Supervisdao de Curadorias. Os projetos em rede foram
definidos como figuras programética e operacional, possibilitando o custeio de atividades
de coleta, intercambio, quarentena, caracterizacao, avaliacdo, documentacao, conservacao
e utilizacdo de germoplasma, além da manutencao das colecoes. De 1993 até a presente
data, muitas colec6es de germoplasma foram estabelecidas e, atualmente, o Sistema de
Curadorias da Embrapa retine 209 colecées, incluindo Bancos Ativos de Germoplasma
Vegetal (BAGs), Nucleos de Conservacao Animal, Colecdes Bioldgicas de Micro-
organismos e Colecbes de Referéncia, as quais abrangem espécies nativas e exdticas. Nas



demais Instituicoes do SNPA, estima-se que sdo mantidos pelo menos outros 243 Bancos
Ativos de Germoplasma Vegetal.

Como duplicata de seguranca dos acessos mantidos nos BAGs, a Embrapa Cenargen
abriga a Colecao de Base (COLBASE) de germoplasma vegetal, projetada para conservar
sementes a temperatura de -20°C por longo periodo de tempo.

Como consequéncia desses 30 anos de atividades relacionadas ao manejo dos recursos
genéticos, os curadores adquiriram uma bagagem de conhecimentos préaticos na area,
conhecimentos estes que foram, em parte, sistematizados e disponibilizados para a
sociedade por intermédio da presente obra: “Manual de Curadores de Germoplasma”.

Esperamos que esta publicacdo em série torne-se um guia para os curadores de
germoplasma no Brasil e no exterior, e que contribua efetivamente para o aprimoramento
da gestdo dos recursos genéticos deste pais.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Conservacao in vitro

Kazumitsu Matsumoto
Luciene Dionizio Cardoso
lIzulmé Rita Imaculada Santos

Definicao

Conservacao in vitro compreende a manutencao de amostras de germoplasma vegetal
utilizando-se a técnica da cultura de tecidos in vitro, em condicdes controladas de
temperatura, fotoperiodo e em meio de cultura que favoreca o crescimento lento dos
propagulos. A manutencdo de uma colecao /in vitro é garantida pela adogcdo de um
conjunto de medidas cientificas, técnicas e operacionais, a fim de evitar a deterioracdo das
amostras por meio da transferéncia peridédica dos propagulos vegetais para frascos
contendo meio de cultura novo, em condicGes assépticas. A conservacao /in vitro é uma
metodologia que permite a conservacao a médio prazo de germoplasma vegetal.

Importancia
CondicGes em que a conservacao in vitro deve ser utilizada

Este método é aplicavel para espécies de propagacao vegetativa ou que produzem
sementes recalcitrantes ou intermediarias. Nestas situacdes, podem ser usados métodos
de conservacdao em campo ou conservacao in vitro. Quando comparada com a
conservacao de amostras em Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) em campo, a
conservacao /n vitro apresenta uma série de vantagens, como, por exemplo, reduzido risco
de perda por desastres climaticos e ataques de pragas e doencas. Por outro lado, tem a
desvantagem de exigir uma infraestrutura mais sofisticada e mao de obra especializada.
Existe, ainda, o risco de ocorréncia de variacao somaclonal, que aumenta no decorrer do
tempo de armazenamento, quando os acessos conservados in vitro passaram por
sucessivos subcultivos, durante longos periodos de tempo. Este problema pode ser
reduzido com a criacdo de condi¢cdes de cultivo que permitam o maior espacamento entre
os intervalos de subcultivo e a transferéncia periédica dos acessos para casa de vegetacao
ou para o campo para revitalizacao e subsequente reintroducao in vitro. Além da
conservagcao, os acessos /n vitro também sao utilizados para auxiliar no intercdmbio de
germoplasma.
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Condicdes de conservacao

]

Meio de cultura

Os meios de cultura utilizados para a conservagao /n vitro sdo os mesmos adotados para a
cultura de tecidos em geral. Entretanto, algumas alteracdes sao introduzidas para
promover a reducao do crescimento das plantas e aumentar o intervalo entre os
subcultivos. Estas alteracées compreendem a reducdo na concentracao dos sais, vitaminas
e fonte de energia (aclcar) que compdem o meio. Também podem ser adicionados
compostos que tém efeito redutor do crescimento, como sorbitol e manitol, em
concentracdes que devem ser definidas experimentalmente.

Condicdes ambientais

A temperatura para conservacao /n vitro é fixada por volta de 20°C para as espécies
tropicais que nao toleram exposicao a temperaturas mais baixas do que esta. As espécies
de clima subtropical e temperado podem ser mantidas a temperaturas mais baixas, que
variam de 10 a 15°C. A diminuicdo da intensidade luminosa também pode se utilizada
para reduzir o crescimento das plantas. Entretanto, esta reducdo ndo pode ser muito
dréstica, pois pode causar estiolamento e impedir a ativacado da clorofila, causando
reducdes muito intensas de crescimento e, eventualmente, a morte da planta.

Envio de germoplasma para conservacao in vitro

Materiais ou acessos podem ser recebidos /n vitro (tubos ou frascos) ou ex vitro (ramos,
brotos ou mudas). Em qualquer dos dois casos, devem ser enviados os dados de
passaporte do material. Acessos enviados /in vitro devem ser acompanhados de todas as
informacoes referentes as condicdes de cultivo do material até o momento do envio,
incluindo: origem do material, data e local de coleta, data de introducéao /in vitro, meios de
cultura utilizados, condicdes de cultivo, nimero de subcultivos e protocolo de aclimatacao
das plantulas para seu estabelecimento em campo. No caso do material enviado ex vitro,
as informacdes devem ser: origem do material, data e local de coleta, tratamentos feitos
para preparar o material para envio, além de todas as informac6es que puderem ser
fornecidas sobre o material.

O tempo necessério desde o envio do material (mudas ou brotos) até este estar
conservado seguramente /in vitro varia de espécie para espécie. De modo geral, em 30 dias
o material j& esta estabelecido /n vitro e pode ser incluido na camara de conservacao,
desde que esteja em condicdes adequadas.

Monitoracao das colecées in vitro

Critérios para monitoramento podem variar de espécie para espécie, mas devem ser os
critérios avalidveis externamente, sem a abertura da tampa do tubo de ensaio, para nao
haver risco de contaminacdo microbiana. Além disso, recomenda-se a utilizacdo de
critérios simples que permitam uma avaliacao rapida, porque ha a necessidade de se
avaliar um grande nimero de acessos. Nosso laboratério utiliza o seguinte formulario para
monitoracao:
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MONITORAGAO DE ACESSO DE GERMOPLASMA

Data de monitoragdo (dd/mm/aa): Produto / Nome comum: Nome do técnico:
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Figura 1. Tipo de ficha para monitoracédo de acessos de germoplasma cultivados in vitro.

Figura 2. Estabelecimento in vitro e repicagem de mandioca para a conservacado de germoplasma. (a) Ramos
recebidos sdo plantados em vermiculita; (b) gemas em brotacdo; (c) desinfestacdo de ramos com gemas pela
solucdo de hipoclorito de sédio; (d) extracdo de gemas na cdmara de fluxo laminar; (e) plantulas /in vitro em

crescimento; (f) repicagem de gemas para subcultura; (g) explantes de gemas recém-inoculadas em tubo; (h)

culturas mantidas em cédmara de crescimento.
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