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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 sdo 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), 6rgao 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 colecdes de germoplasma, chefes de Unidades Descentralizadas
que abrigavam as colecdes e a Supervisdao de Curadorias. Os projetos em rede foram
definidos como figuras programaética 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 Biolégicas 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 curadores de germoplasma
no Brasil e no exterior, e que contribua efetivamente para o aprimoramento da gestao dos
recursos genéticos deste pais.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Criopreservacao

lIzulmé Rita Imaculada Santos
Antonieta Nassif Saloméao

Introducéao

A criopreservacao, conservacdao de material biolégico em nitrogénio liquido (-196°C) - (ou
em sua fase de vapor a -150°C), é considerada a melhor opcao para o armazenamento a
longo prazo de germoplasma de espécies de propagacao clonal, ou que produzem
sementes recalcitrantes ou intermediérias.

As técnicas de criopreservagao desenvolvidas ao longo dos dltimos 25 anos podem ser
efetivamente implementadas para o armazenamento de germoplasma vegetal a longo
prazo. Técnicas de congelamento lento, vitrificacdo, encapsulamento-desidratacédo, ou a
combinacdo de mais de uma dessas técnicas, estao disponiveis para a conservacao de
centenas de espécies. Colecdes de varias espécies estdo armazenadas em criobancos e
muitas outras estdo sendo estabelecidas em todo o mundo. Colecbes de base de
germoplasma de espécies de propagacao clonal garantem a conservacao a longo prazo de
uma diversidade genética que € vital para a seguranca alimentar e nutricional, assim como
para o continuo melhoramento de muitas espécies agricolas.

A utilizacao de técnicas experimentais de criopreservacdo como técnicas de rotina para a
conservacao de uma colecao clonal requer atencdo para alguns detalhes extremamente
relevantes, tais como: escolha dos acessos que serdao armazenados; nimero de acessos
por unidade de armazenamento; nimero de repeticoes; testes de viabilidade; grupos de
controles adequados; e registro seguro e detalhado do material armazenado. Estes
cuidados sao fundamentais para garantir a seguranca e a utilidade da colegéo.

A avaliacao da estabilidade genética e da integridade biolégica do material criopreservado
é essencial, como no caso de qualquer outra colecao ex situ de germoplasma, para se
determinar a longevidade do material e a estabilidade das condicbes de armazenamento.
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Vantagens da criopreservacao

Material Vegetal

Armazenamento a longo
prazo

Evita propagagde anual no campo

Conservagde de germoplasma rare —* Dispensa subcultivo

Mantém estabilidade genctica — Previne erosdo gendtica

Prolonga viabilidade — Evita envelhecimento

Armazenamento de clones livres

Mantém potencial
de virus

morfogenatico

 ——

|

Intercambio/Multiplicacdo/Caracterizagdo

Figura 1. Desenho esquematico que ilustra as vantagens da criopreservacdo de germoplasma vegetal (° Arte:
lzulmé R. I. Santos).

Utilidades

Utilizada para a conservacao de espécies de propagacao vegetativa, espécies com
sementes recalcitrantes e espécies melhoradas /n vitro (engenharia genética).

® Custo reduzido: requer manutencao minima (NzL).

Material vegetal utilizado

Teoricamente, qualquer parte de uma planta pode ser utilizada como amostra. Entretanto,
as estruturas vegetativas e reprodutivas mais utilizadas sdo: sementes, meristemas, apices
caulinares, gemas dormentes (gemas axilares), pélen, embrides somaticos e zigoticos e
sistemas in vitro (células em suspensado, embrides somaticos, calos). Estes diferentes tipos
de estruturas podem ser utilizados da seguinte forma:

Sementes

Ortodoxas — Estabelecimento de protocolo de criopreservacdo para sementes inteiras, com
até 5 mm?.

Intermediéarias e recalcitrantes — Estabelecimento de protocolos de criopreservacao para
eixos embrionarios isolados ou germinacao /in vitro de eixos embrionéarios destinados a
multiplicacao e producao de lotes de plantas para experimentos de criopreservacao.
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Foto: Antonieta Nassif Salomé&o

Figura 2. Sementes de vérias espécies nativas, mostrando a variedade de formas e tamanhos.

Estruturas vegetativas

Ramos, manivas, tubérculos — Isolamento de meristemas, dpices caulinares e gemas
laterais a serem utilizados diretamente como explante nos experimentos para o
estabelecimento de protocolos de criopreservacao, ou para serem cultivados in vitro
visando a multiplicacao clonal e producédo de lotes de plantas, as quais serdao doadoras de
meristemas, dpices caulinares e gemas laterais para os experimentos de criopreservacao.

Figura 3. Exemplos de diferentes explantes utilizados no desenvolvimento de protocolos de criopreservacéo: (A)

gemas de tubérculos de caré (Dioscorea sp); (B) plantas de mandioca (Manihot esculenta Krantz) produzidas in
vitro; e (C) eixos embrionérios isolados de jenipapo (Genipa americana). (° Antonieta N. Salomé&o e Izulmé R. I.

Santos).

Crioprotetores

Vérios compostos tém sido utilizados como crioprotetores; porém os mais eficientes e
mais utilizados sdo sacarose, glicerol e DMSO. A principal funcao dos crioprotetores
durante o congelamento é reduzir o ponto de congelamento e o congelamento intracelular.

A escolha do crioprotetor depende do tipo de célula a ser preservada. No caso de
explantes pequenos ou células isoladas, o glicerol é a melhor escolha por conferir protecao
adequada e ser menos téxico. Entretanto, no caso de explantes maiores e estruturas mais
complexas, o DMSO é mais indicado porque tem um maior poder de penetracdo, sendo
geralmente mais eficiente.
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Embalagens

Existe uma grande variedade de embalagens que podem ser utilizadas para acondicionar as
amostras a serem criopreservadas. Para células em suspensao, meristemas, apices
caulinares e gemas laterais, os tipos de frascos mais utilizados sao os criotubos de plastico
com tampa de rosca. Para embalar sementes inteiras, sao utilizados envelopes do tipo
tetrapak de aluminio e plastico de variados tamanhos, ou mesmo frascos com tampa de
rosca, cujo tamanho varia de acordo com o tamanho das sementes.

Fotos: lzulmé R. I. Santos

Figura 4. Exemplos de recipientes utilizados para acondicionar as amostras para o congelamento em

nitrogénio liquido: (A) criotubos de polipropileno; e (B) envelopes tipo tetrapak de aluminio e plastico.

Desidratacao

A desidratacdo é uma etapa fundamental no desenvolvimento de um protocolo de
criopreservacao. Obtém-se a desidratacdo por meio da exposicdo da amostra a silica gel,
ao fluxo de ar da cabine de fluxo laminar ou a solucdes de sais, pelo periodo de tempo
necessario para se obter o teor de umidade desejado. Estes pardmetros devem ser
estabelecidos experimentalmente.

Métodos de criopreservacao

Congelamento lento

Congelamento gradual utilizando um congelador programdavel, a uma determinada taxa de
congelamento, até uma determinada temperatura (-30 a -40°C) antes da exposicdo ao
nitrogénio liquido (Figura 5). O congelamento lento permite a remocao da maior parte da
agua livre de dentro das células. E um procedimento complexo e requer um congelador
programavel, um equipamento bastante caro, o que dificulta a adocao desta técnica por
muitos laboratérios.
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Vitrificacao
Requer o tratamento dos explantes com solucGes extremamente concentradas, as quais
contenham teores elevados de crioprotetores como DMSO, EG, glicerol e sacarose (Figura

5). Este método foi descrito pela primeira vez por Sakai e colaboradores (1990).

OBS.: deve-se utilizar estes reagentes com cuidado, porque eles podem ser toxicos.

Tratamento com
crioprotetares

N
‘ Congelamento lento

Gerna apical [ . . )
ou emhrido SIC e 03-045CHmin. —  _A0C

t \

Congelamenta rapido lNLH 36C)

— — \

k3

‘Aescungelamentu
. rapido
— +— —
8 J /
Remagao da au
Cultivo in vitro crioprotetar

Meio semi-sdlido

Figura 5. Desenho esquematico que ilustra a sequéncia de etapas dos procedimentos para o

congelamento lento e rapido da amostra, ap6s a vitrificacdo desta com crioprotetores (© Arte: Izulmé R. .
Santos).
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Congelamento ultrarrapido

Promove a desidratacdo das células antes do congelamento, evitando a formacéao de
grandes cristais de gelo dentro das células (Figura 6). Aplicacdo ampla para espécies
temperadas e tropicais.

ﬂ STy Y Congelamento
Ultra-rapido
1 mrm
Gema apical Desidratacdo
ou embrian {ou cantrale)
Pre-tratarmento com
Sacarose
ML (-1960C)
&
] ]
/Jescnngelamentn
I rapido
3]
]
Plants doadora o
{campolcasa de vegetacdo) Cultura in vitro

Figura 6. Desenho esquematico que ilustra a sequéncia de etapas dos procedimentos para o congelamento
ultrarrapido (© Arte: Izulmé R. I. Santos).

Encapsulamento-desidratacao

Compreende o encapsulamento com gel de alginato de sédio, o pré-tratamento com altas
concentracoes de sacarose e a desidratacao antes do congelamento. Este método foi
descrito pela primeira vez por Dereuddre et al. (1990) em estudos com &pices caulinares

de pera. Cria microambiente para o material encapsulado e facilita a absorcdo de
compostos do meio.

Figura 7. Plantula de café (Coffea arabica L.) obtida a partir de eixo
embrionéario encapsulado, congelado em nitrogénio liquido, apés 14
dias de germinacao in vitro.

13
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Resgate do nitrogénio liquido
Realiza-se o resgate de amostras congeladas em nitrogénio liquido das seguintes formas:

® descongelamento rapido, em que as amostras sdo colocadas em um banho-maria a £40°C;

® descongelamento lento, em que o material fica exposto a temperatura ambiente por tempo
suficiente para promover o completo descongelamento da amostra.

Avaliacao da viabilidade

A avaliacado da viabilidade das amostras apés o congelamento pode ser feita de forma
indireta, utilizando-se testes de viabilidade, tais como o teste de tetrazélio, a medida de
condutividade elétrica e a microscopia de fluorescéncia (FDA). Entretanto, obtém-se a
prova irrefutdvel de sobrevivéncia da amostra com a realizacdo das seguintes técnicas:

® Germinacdo da amostra (no caso de sementes ou eixos embrionarios).

Foto: Antonieta Nassif Salomé&o

Figura 9. Germinacdo de sementes para avaliacdo da viabilidade apds o congelamento em nitrogénio liquido.

® Regeneracdo in vitro no caso de células em suspensdo, meristemas, apices caulinares ou
gemas laterais, em que uma fase de cultivo /n vitro é essencial.

Foto: lzulmé R. I. Santos

Figura 10. Cultivo /n vitro de eixos embrionarios de café (Coffea arabica L.) para avaliacdo da viabilidade apds o

congelamento em nitrogénio liquido.
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® Enxertia (no caso de apices caulinares e gemas laterais).

Algumas questdes
Avaliacdes periddicas da sobrevivénca das amostras

Recomendam-se avaliacdes periddicas da estabilidade genética e da integridade bioldgica,
assim como para qualquer outra modalidade de conservacao ex situ. Entretanto, como a
longevidade do material armazenado em nitrogénio liquido é bastante longa, ainda nao
existe clareza sobre qual seria o intervalo de tempo ideal para a monitoracéao.

Responsavel pela criopreservacao na Embrapa para o envio de
germoplasma a ser conservado

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tem um criobanco para armazenamento de
grande ndmero de amostras no prédio de colecées que esta prestes a ser construido. Para

isso, ja foi adquirido um criotanque de grande capacidade. No momento, héa instalacdes
para realizar experimentos e estabelecer protocolos para os mais variados materiais.

Procedimentos para retirada de material

Valem as mesmas regras que se aplicam a Colbase.
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