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Introducao

O armazenamento de amostras de sementes por longo prazo, nos chamados
bancos de sementes, € a principal estratégia para a conservacdo de germoplasma ex
situ. A razdo para a criagdo dos bancos de sementes ¢ a conservagdo da biodiversidade
das plantas, em fungdo da possibilidade de ocorréncia de desastres naturais, ataque
de pragas e doencas e pela acdo do homem. Além disso, as mudancas climaticas e
também os processos de domesticacdo e de melhoramento genético reduzem a diversi-
dade genética das espécies, podendo levar a perdas de genes de interesse.

Pelegrini e Balatti (2016) classificaram a evolug@o da conservagao de germoplas-
ma em bancos de sementes, em trés estagios. Inicialmente, a conservacgao das sementes
era realizada de forma primitiva, ainda nos primordios da agricultura, envolvendo a
manutencdo de sementes para uso proprio e para trocas. Um segundo estagio, que
ocorreu entre os séculos 16 e 19, compreendeu o transporte de sementes de culturas de
valor econdmico de regides remotas para a Europa e, mais tarde, deste continente para
suas colonias. Nesta época foram criados os primeiros jardins botanicos. O terceiro
estagio se iniciou no século 20 e compreendeu a conservacdo das sementes como
uma forma de garantir a conservacdo da biodiversidade, definindo o que atualmente
deve ser um banco de sementes, ou seja, um reservatorio da variabilidade genética
das plantas existentes na natureza. Bancos de sementes podem ser considerados como
bancos de genes, pois sementes de varios representantes de uma mesma espécie sdo
coletadas e armazenadas, sendo mantida assim sua variabilidade.

A assinatura da Convencdo sobre Diversidade Biologica, em 1992, reafirmou
o carater de conservagdo dos bancos de sementes. Desde entdo, varios bancos de
sementes tém sido criados, havendo aproximadamente 1.750 bancos de plantas no
mundo com 7,4 milhdes de amostras (acessos) armazenados (FAO, 2014; Pellegrini;
Balatti, 2016; Colville; Pritchard, 2019).

Entretanto, a maioria dos bancos de sementes ¢ de espécies de culturas anuais,
devido a sua importancia para a alimentagdo. A partir de 2002, com a adogdo da
Estratégia Global para a Conservacao de Plantas, segundo a qual no minimo 75%
das espécies de plantas globalmente ameacadas de extingdo deveria estar incluido em
colegdes ex situ, aumentou o nimero de amostras de sementes de espécies nativas,
entre elas florestais, coletadas e armazenadas nos bancos de sementes (Liu et al.,
2018).
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Bancos de sementes de eucaliptos e corimbias da
Embrapa Florestas

Emmeados dadécadade 1980 a Embrapa Florestas, com o apoio do Commonwealth
Scientific and Industrial Research Organisation (CSIRO) e do Banco Internacional
para Reconstrucdo e Desenvolvimento (Bird), realizou a coleta de sementes de varias
espécies e procedéncias de eucalipto e corimbia na Australia, as quais foram trazidas
para o Brasil e cuja parte ainda se encontram armazenadas no banco de sementes do
Laboratorio de Analise de Sementes Florestais da Unidade. Estas introdugdes foram
resultado de um grande esfor¢o da Embrapa Florestas e de seus parceiros, constitu-
idos por universidades, instituicdes de pesquisa e empresas publicas e privadas do
setor florestal brasileiro, para garantir a disponibilidade de germoplasma de eucalipto
e corimbias para o Pais, antevendo a possivel perda de germoplasma por desastres
naturais e acdo do homem nas areas de origem das espécies, ou pelo afunilamento da
diversidade genética e fixagao de caracteristicas de interesse nos programas de melho-
ramento.

Sementes de cinquenta espécies de eucaliptos e corimbias foram armazenadas
na Embrapa Florestas durante os ltimos quarenta anos. Além das espécies coletadas
na Australia, foram também obtidas amostras de sementes de E. grandis da Africa
do Sul; E. urophylla da Indonésia (regides de Mandiri, Lewotobi e Monte Egon), E.
tereticornis da Tailandia (regido de Kanchanaburi) e Corymbia polycarpa da Nova
Guiné, sendo as coletas realizadas entre os anos de 1981 e 1984, por iniciativa de
algumas empresas florestais privadas brasileiras.

No banco de sementes da Embrapa Florestas existem aproximadamente 3.000
amostras de varias procedéncias de eucaliptos e corimbias, estando todas armazenadas
em embalagem impermeavel de vidro ou aluminio ¢ em cdmara de armazenamento
sob temperatura de -5°C. Vale ressaltar a importancia que representa esse banco de
sementes da Embrapa Florestas, em termos de recursos genéticos ex sifu de eucalip-
tos e corimbias , uma vez que muitas areas com populagdes naturais de eucaliptos na
Australia, principalmente de espécies de interesse ao Brasil, vém sendo transforma-
das em parques nacionais, com indisponibilidade de acesso para a futura coleta de
materiais genéticos ou ndo mais existem devido a catdstrofes naturais ou intervengao
humana.

Apesar da atual valorizacdo da conservacao dos recursos genéticos florestais e das
acdes que tém sido feitas neste sentido, aproximadamente 10.000 espécies arboreas
em nivel global estavam em risco de extingdo em 2017, de acordo com a Associa¢do
Internacional de Jardins Botanicos (Saritama, 2018). A Australia, no periodo de
1996-2008, apresentou taxa de perda de biodiversidade na ordem de até 10%, segundo
dados levantados por Waldron et al. (2017). E provéavel que algumas amostras armaze-
nadas no banco de sementes de eucalipto e corimbia da Embrapa Florestas pertencam
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a arvores que nao existam mais em suas origens, uma vez que a Australia possui areas
com a biodiversidade da flora altamente ameagada, como a regido oeste ¢ as regides
de floresta do leste do pais (New South Wales e Queensland). Em uma previsao dos
efeitos das mudangas climaticas para os proximos 60 anos, Gonzalez-Orozco et al.
(2016) relataram uma provavel diminuicdo de area geografica para 657 espécies de
eucalipto (incluindo corimbias) na Australia, sendo 2,4% delas extintas.

O valor de um banco de sementes ¢ maior quanto mais bem caracterizadas forem
as amostras de sementes armazenadas, o que consiste na correta identificacao taxono-
mica da planta, representatividade genética da espécie, nimero de individuos dos
quais as sementes foram coletadas, localizagdo geografica com descri¢do do habitat
e do fendtipo das plantas, sementes com viabilidade, longevidade e em quantidade
suficiente para uso (Liu et al., 2018). Para muitas amostras de sementes de eucalipto
coletadas na Australia e armazenadas no banco de sementes da Embrapa Florestas,
fotografias das arvores das quais foram coletadas estdo disponiveis, sendo um registro
das caracteristicas de cada fenotipo (Figura 1).

e

tos: Roberto Alonso da Silveira

Figura 1. Exemplares de arvore de Eucalyptus grandis (A) localizada a aproximadamente 30 Km a
sudeste de Mareeba (Queensland), e arvore de Eucalyptus cloeziana (B) localizada em Blackdown
Tableland (Queensland), utilizadas para coleta das sementes que compdem o banco de sementes de
eucalipto da Embrapa Florestas.
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Comparada a conservacdo in situ, a conservacgao ex sifu em bancos de sementes
apresenta vantagens como manutencao de grande parte da variabilidade das espécies
em pequeno espago fisico e a relativa facilidade de coleta das sementes (Liu; Pritchard,
2009). Além disso, o custo da conservacdo ex sifu corresponde a 1% do custo da
conservagao in situ, mesmo havendo custos com a coleta das sementes, seu processa-
mento e monitoramento da viabilidade (Liu; Pritchard, 2009; Saritama, 2018). Outro
ponto importante € o risco de perda das amostras, seja por danos fisicos e genéticos
que podem ocorrer nas areas naturais. Apesar dessas vantagens, a conservagio in sifu ¢
ex situ sdo complementares, sendo ideal a manutengao das duas formas.

Cuidados preconizados para o estabelecimento de
um banco de sementes

Armazenamento de sementes ortodoxas no longo prazo

Em termos fisioldgicos, as sementes sdo classificadas em ortodoxas, recalcitrantes
e intermedidrias, de acordo com seu comportamento frente a perda de agua na etapa
final do seu desenvolvimento e a manuten¢do da viabilidade durante o armazenamen-
to. Esta ¢ uma classificago classica proposta por Robert (1973), a qual é amplamente
conhecida e praticada na area de tecnologia de sementes.

Sementes que ndo perdem agua durante o seu desenvolvimento, apresentando
umidade superior a 20% ap6s o ponto de maturidade fisiologica, e que nao toleram
0 armazenamento em temperaturas baixas e negativas, sdo classificadas como recal-
citrantes e intermediarias (Berjak; Pammenter, 2008). Por outro lado, sementes que
toleram a dessecagdo no final de seu desenvolvimento, pois possuem todo o aparato
fisiologico como sistemas antioxidantes, proteinas especificas e protecdo contra
danos moleculares devido a perda de agua, sdo classificadas como ortodoxas (Berjak;
Pammenter, 2008). Essas sementes também suportam o armazenamento sob tempe-
raturas baixas e negativas, sendo possivel sua conservagdo por longo periodo, em
bancos de sementes.

Especificamente para sementes de espécies florestais, Bonner (1990) propds a
seguinte classificagdo em termos de comportamento no armazenamento: sementes
ortodoxas verdadeiras (toleram a secagem sob umidade inferior a 10% e armazena-
mento sob temperaturas abaixo de 0 °C); sementes sub-ortodoxas (apresentam menor
longevidade quando comparadas as ortodoxas verdadeiras, nas mesmas condi¢des
de armazenamento); sementes recalcitrantes temperadas (ndo toleram a secagem sob
baixos teores de agua, mas toleram o armazenamento no longo prazo, em condigdes
de congelamento); sementes recalcitrantes tropicais (armazenadas com elevado teor
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de agua e apresentam sensibilidade a dessecagdo e em baixas temperaturas). Sementes
dos géneros Eucalyptus e Corymbia sdo ortodoxas verdadeiras e, assim, podem ser
conservadas em bancos de sementes, por muitos anos, mantendo sua viabilidade,
desde que armazenadas nas condi¢des corretas de temperatura e umidade.

Bancos de sementes convencionais, nos quais sao mantidas estritamente amostras
de sementes ortodoxas, adotam procedimentos de armazenamento padronizados pela
comunidade internacional (CDB, 2002; FAO, 2014). Tais procedimentos compre-
endem a verificagdo da umidade inicial da amostra de sementes, sua reducdo para
15% e posterior verificagdo da viabilidade minima de 85% apos a secagem, realizada
pelo teste de germinag@o. Confirmada a viabilidade, as sementes sdo colocadas em
embalagem impermedvel e armazenadas em camaras com temperatura de -20 °C.
A embalagem adequada para a conservacdo de sementes ortodoxas em bancos de
sementes, por longo periodo ¢é a de folhas de aluminio, tendo sido relatada na literatura
a manuten¢do da viabilidade de sementes ortodoxas por até 25 anos, quando armaze-
nadas neste tipo de embalagem, nas condi¢cdes ambientais apropriadas (van Treuren et
al., 2013).

A reducdo da umidade das sementes e armazenamento em temperatura baixa ¢
essencial, pois a longevidade das mesmas ¢ afetada por dois principais fatores que sao
a umidade e a temperatura do ambiente de armazenamento, além da viabilidade inicial
(Roberts, 1982; Koo et al. 2003).

Em intervalos de dez anos devem ser realizados testes de germinacdo para a
verifica¢do da viabilidade das sementes armazenadas e, estando a germinagdo menor
que 85%, novas sementes devem ser coletadas e depositadas no banco de sementes
(CDB, 2002; FAO, 2014). Um acompanhamento mais rigoroso da longevidade das
amostras de sementes pode ser feito por meio de testes de germinacdo a cada trés
anos e devendo a viabilidade ser de 85% da viabilidade inicial da amostra. Tais
recomendacdes sdo adotadas como uma regra geral, no entanto deve-se considerar
as particularidades de cada espécie e sua situagdo de vulnerabilidade na natureza, no
que diz respeito ao desaparecimento das fontes originais de semente devido a varias
causas.

Na literatura ¢ relatado que, mesmo tendo sido adotado o procedimento acima
descrito, com redu¢do de umidade e armazenamento em temperatura negativa e o
posterior monitoramento da viabilidade das amostras nos bancos de sementes, 26%
das colegoes de sementes ortodoxas de varias espécies foram perdidas apds 20 anos
de armazenamento (Probert et al., 2013). Este procedimento, adotado por todos os
bancos de sementes para o monitoramento da viabilidade, foi estabelecido com base
em informagdes obtidas de estudos com sementes de culturas anuais. Assim, para
espécies florestais talvez os parametros de umidade e temperatura de armazenamen-
to, bem como o valor limite de 85% de viabilidade, possam ser diferentes. Fantinatti
e Usberti (2007), empregando a equacdo de predicdo da longevidade de sementes
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ortodoxas proposta por Ellis e Roberts (1984), ajustada para sementes de Eucalyptus
grandis, concluiram que estas, com umidade de 7,5% e armazenadas na temperatura
de 4 °C apresentariam redugdo da viabilidade de 85% para 50%, em um periodo de
aproximadamente 20 anos.

A analise de sementes na conservacio de germoplasma

Quanto menor a umidade das sementes armazenadas e menor a temperatura
do ambiente de armazenamento, maior serd sua longevidade (Ellis; Robert, 1984).
Portanto, a determinacdo da umidade e da viabilidade das sementes, que compreen-
dem etapas da analise de sementes, deve ser realizada.

A determinagdo do teor de agua das sementes ¢ realizada empregando-se o teste
de umidade recomendado pelas Regras de Andlise de Sementes (Brasil, 2009), sendo
propostos trés métodos de secagem: em estufa sob temperatura de 105 °C + 3 °C
por 24 horas, em estufa sob baixa temperatura 101-105 °C por 17 horas + 1 hora e
em estufa sob alta temperatura 130-133 °C por até quatro horas. Para sementes dos
géneros Eucalyptus e Corymbia o método de referéncia ¢ a secagem em estufa sob
baixa temperatura, mas sendo também utilizado o método de secagem em estufa sob
temperatura de 105 °C.

A quantidade de sementes necessaria para a determinacdo da umidade das
sementes ¢ de, no minimo, duas repeti¢des de 4,5 g £ 0,5 g o que, muitas vezes, €
uma quantidade grande para amostras que ja possuem uma pequena quantidade de
sementes armazenadas, considerando o tamanho das sementes dos géneros Eucalyptus
e Corymbia e sua disponibilidade desde a coleta. Assim, a utilizagdo de métodos nao
destrutivos para a determinacdo do teor de dgua ¢ importante, como o método de
equilibrio de umidade relativa (eRH) que consiste na medi¢do do equilibrio higros-
copico de uma amostra de sementes colocada em um recipiente fechado. Quando a
umidade relativa atinge valores entre 25% e 30%, as sementes estardo com aproxi-
madamente 8% de umidade, sendo este um valor ideal para o armazenamento das
mesmas, no longo prazo e manutencdo da viabilidade por sete a dez anos (Vankus;
Karrfalt, 2017).

Para a determinacdo da viabilidade das amostras em bancos de sementes, os
testes que podem ser empregados sdo o teste de germinacdo, teste de tetrazolio e
raio-X (Vankus; Karrfalt, 2017). No entanto, para sementes dos géneros Eucalyptus
e Corymbia, o teste de germinag@o por repetigoes pesadas ¢ o indicado, devido ao
pequeno tamanho de suas sementes. A metodologia do teste varia de acordo com a
espécie, em termos de temperatura para a sua conducdo e duracdo do mesmo, sendo
essas informagdes encontradas nas RAS (Brasil, 2009), Instru¢cdes para Analise de
Sementes de Espécies Florestais (Brasil, 2013) e regras da ISTA (2015).
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Consideracoes finais

Sementes ortodoxas, como as de eucaliptos e corimbias, apesar de apresentarem
longevidade quando armazenadas nas condi¢des ideais de umidade e ambiente com
temperatura negativa, ainda podem perder a viabilidade. Dessa forma, o congela-
mento em nitrogénio liquido, denominado criopreservagio, tem sido recomendado
para sementes ortodoxas de varias espécies, sendo necessario o desenvolvimento de
metodologias especificas.

Em relacdo ao banco de sementes de eucaliptos e corimbias da Embrapa Florestas,
apos quase 40 anos de armazenamento, as amostras de sementes devem ser avaliadas
quanto a viabilidade pelo teste de germinacao, sendo assim necessario pessoal treinado
em analise de sementes para a realizagao dos testes.

Além disso, com a disponibilidade de um grande nimero de marcadores molecu-
lares desenvolvidos para o género Eucalyptus, a caracterizagdo molecular das
amostras armazenadas poderia ser realizada e, a partir do conhecimento das frequ-
éncias alélicas, alelos raros poderdo ser identificados, bem como a divergéncia entre
as amostras das varias espécies armazenadas. Tal informagao possui grande utilidade
para os programas de melhoramento em andamento ou a serem iniciados, de forma a
orientar cruzamentos e a identificar caracteristicas de interesse.

Neste sentido, o banco de sementes de eucaliptos e corimbias da Embrapa
Florestas possui as fungdes de apoiar o desenvolvimento de pesquisas relacionadas
a tecnologia de sementes, fornecer genotipos para os programas de melhoramento e
apoiar a conservagao de recursos genéticos das referidas espécies.
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