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Métodos alternativos para conservacao de

INTRODUCAO

O avango e amodernizagao da agricultura originou
uma dependéncia cada vez maior na diversidade
genética das plantas e na habilidade de se usar esta
diversidade para aumentar a produgao e qualidade
das plantas agricolas. A coleta e conservagao de
germoplasma é, portanto, fundamental ao processo
de melhoramento genético vegetal.

No entanto, amanutengao da diversidade biolégica
dos diferentes Biomas nao € importante somente para
o resgate de genes interessantes para a produgao de
gendétipos especiais. Populagdes inteiras de espécies
florestais de grande valor para a sobrevivéncia da
humanidade tém desaparecido devido a fatores
climatico e antrépicos, tornando a conservagao “ex-
situ” destes recursos uma prioridade incontestavel.

A conservagao de germoplasma-semente a longo
prazo ja esta estabelecida para algumas espécies
mas poderia ser uma estratégia mais permanente
para a conservagao de muitas outras espécies se a
tecnologia de armazenamento pudesse serotimizada.

Superar a deterioragao fisioldgica de uma amostra
de semente armazenada é uma das mais dificeis e
importantes tarefas no processo de conservagao.
Sistemas de refrigeragao mecanica, que mantém a
semente desidratada sob temperatura de -20°C
aumentam o periodo de armazenamento. Entretantoa
deterioragdo e a perda de viabilidade ainda podem
ocorrernestes sistemas com o aumento do periodo de
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armazenamento, resultando na perda de precioso
material genético.

Dentre astécnicas alternativas paraa conservagao
do Germoplasma de espécies agricolas, horticolas e
florestais que estao sendo desenvolvidas atualmente,
acriopreservagao e a ultra-secagem despontam como
as mais promissoras.

CRIOPRESERVAGAO

A técnica de criopreservagao, isto é, o
armazenamento em nitrogénio liquido (NL, - 196°C),
proporciona o potencial para uma preservagao sem
limites de tempo, com a redugao do metabolismo a
niveis tdo baixos que todos os processos bioquimicos
sao significativamente reduzidos e a deterioragao
biolégica é virtualmente paralizada, (Kartha, 1985).
Os outros métodos de conservagao somente adiam a
deterioragao por um periodo de tempo determinado e
especifico de acordo com o material e a espécie em
questao.

Além disso, esta técnica apresenta as vantagens
de oferecer maior seguranga quanto a perda de
viabilidade e do baixo custo de armazenamento, uma
vez que ndo exige sistemas de refrigeragao e de
eletricidade.

Até o presente mais de 50 espécies ja foram
criopreservadas com sucesso (Chin, 1988), através
do congelamento em NL de protoplasto, pdlen,
suspensao celular, calo, apice caulinar, meristema e
embriao (Withers, 1980).

Embora seja possivel criopreservar varias partes
daplanta, Henshaw et al. (1980) alertam paraofatode
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que sistemas organizados como sementes e embrides
sdo os mais adequados para a conservagao de
Recursos Genéticos.

A utilizagdo do NL como um meio de
armazenamento pressupde que as sementes
sobrevivam a exposi¢ao do NL sem sofrerdanos a sua
viabilidade.

As sementes podem serclassificadas entrés grupos
de acordo com sua sensibilidade ao dessecamento e
sua tolerancia ao NL (Stanwood, 1985).

Sementes tolerantes ao dessecamento e ao NL

As sementes da maioria das espécies agricolas e
horticolas saotolerantes ao dessecamento (ortodoxas)
e ao congelamento em NL.

METODOS ALTERNATIVOS PARA CONSERVAGAO DE GERMOPLASMA-SEMENTE

A partir de uma relagado de 155 espécies e 455
acessos apresentada por Stanwood (1985) cujas
sementes mantiveram sua viabilidade apdés o
armazenamento em NL, s3ao apresentadas no
Quadro 1, as mais importantes do ponte de vista
econdémico.

Embora a criopreservagao de sementes de muitas
espécies ortodoxas ja seja uma realidade, durante o
estabelecimento da metodologia para cada espécie,
alguns fatores devem ser observados com atengao
para o sucesso da operagdo: o teor de umidade da
semente, a velocidade de congelamento e de
descongelamento, e danos fisicos a semente.

Teor de umidade

O teor de umidade da semente é, provavelmente,
omais critico fator para o sucesso da criopreservagao.

Quadro 1. Espécies cujas sementes sobreviveram ao congelamento em NL. (Dados

retirados de Stanwood, 1985).

Teor de Periodo de Germinagao %
Espécie umidade % armazenamento Antes Depois

Allium cepa 8,8 2m 80 94
Apium graveolens 10,2 3a 89 90
Arachis hypogaea 7.3 3od 100 100
Asparagus officinalis 8,6 600d 82 86
Avena sativa 8,4 180d 94 97
Beta vulgaris 6,8 3a 88 90
Brassica oleracea 55 3a 95 97
Copsicum annum 4,3 3a 98 98
Cucumis melo 6,0 3a 96 95
Cucumis sativus 6.3 3a 97 96
Cucurbita pepo - 48h 100 97
Daucus carota 6,8 3a 81 86
Glycine max 71 3a 84 57
Gossypium hirsutum <13 180d 92 90
Lactuca sativa 4,6 3a 97 98
Lycopersicon esculentum 7,2 3a 90 89
Manihot esculenta 6,3 3h 80 80
Medicago sativa 6,5 3a 86 90
Nicotiana tabacum 4,7 3a 95 92
Oryza sativa 9,7 3a 96 92
Phaseolus vulgaris 7.1 3a 97 99
Pisum sativum 27 im 100 94
Raphanus sativus 5.1 3a 98 98
Solanum melongena 6,2 180d 95 92
Spinacea oleracea 7,5 3a 95 97
Triticum aestivum 8,8 3a 87 83
Zea mays 8.9 3a 98 93




R. da CUNHA

Se a umidade da semente é muito alta, observa-se a
sua morte instantdnea durante o processo de
congelamento e/ou descongelamento.

Em algumas espécies, como o Sesamum indicum
(Stanwood, 1985), um nivel muito baixo de teor de
umidade, pode causar a perda parcial da viabilidade
da semente, dependendo do método de congelamento.

Existe um limite maximo de teor de umidade para
o congelamento (High Moisture Freezing Limit-HMFL),
acimado qual aviabilidade de umaamostrade semente
é reduzida durante o congelamento (Stanwood, 1985).
Este limite critico € normalmente uma faixa
relativamente estreita de teor de umidade dentro da
espécie mas pode variar entre espécies. Exemplos de
teor de umidade critico que vai de 9,6 por cento para
sementes de sesamo até 28,5 por cento para feijao
sao apresentados no Quadro 2.

Quadro 2. Limite maximo de umidade para
congelamento (HMFL) de sementes
de algumas espécies. (Dados
retirados de Stanwood, 1985).

GERMINAGCAO
ESPECIE HMFL Umidade Umidade
abaixo de acimade
HMFL HMFL
Hordeum vulgare 20,8 98 18
Phaseolus vulgare 27,2 99 84
Brassica oleraceae 13,8 90 0
Cucumis sativus 16,4 98 1
Festuca sp. 23,0 98 2
Allium cepa 24,7 70 0
Raphanus sativus 16,8 99 4
Sesamum indicum 9,3 97 0
Lycopersicon esculentum 18,5 93 0
Triticum aestivum 26,8 96 25

Velocidade de congelamento e de
descongelamento

Para a maioria das espécies a velocidade de
congelamento e de descongelamento nao é um fator
significante paraasobrevivéncia de sementes expostas
ao NL. No entanto, algumas excegdes podem ser
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exemplificadas com sementes de alface (Lactuca sativa
L.) que, a 19 porcento de teor de umidade mantiveram
a viabilidade somente quando sob alta velocidade de
congelamento (200°C/min.) e sementes de sesamo
(Sesamum indicum L.) que, com baixa velocidade de
congelamento apresentaram 100 por cento de
viabilidade independente do teor de umidade. No
entanto, a 200°C/min. a viabilidade foi reduzida junto
com o teor de umidade (Stanwood, 1985).

Assim, para algumas espécies a velocidade de
congelamento tem o potencial de reduzir a viabilidade
dependendo do nivel de umidade da semente.

Danos fisicos

O processo de congelamento e descongelamento,
passando porextremos de temperatura, impde grande
estresse fisico sobre a semente.

Algumas espécies como feijao (Phaseolus
vulgaris L.) quando expostas diretamente ao NL,
apresentam danos fisicos, predominando a separagao
longitudinal dos cotilédones. No entanto, quando a
semente foi imersa na fase de vapor do NL nao foi
observado nenhumtipo de danofisico. Outras espécies
também apresentaram problemas: Linum
usitatissumum, Glycine max, Medicago sativa e
Raphanus sativus (Stanwood, 1985).

Procedimentos praticos para implementar a
criopreservagao de sementes tolerantes ao
dessecamento e ao NL (Stanwood, 1984):

a. E necessario, inicialmente estabelecer os niveis
o6timos de teor de umidade e as taxas de
congelamento e descongelamento para cada
espécie.

Utilizarde 10a 100 sementes e um curto periodo de
exposigdo ao NL (24h). Se ao final do teste de
germinagdo a semente nao apresentar danos
fisiologicos, toda a amostra pode ser colocada na
fase de vapordo NL (-150°C) com um alto nivel de
certeza de que a amostra sera conservada com
segurancga.

A maioria das sementes tolerantes ao
dessecamento e ao NL apresenta porcentagem
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total de sobrevivéncia ao NL quando seu teor de
umidade se situa entre 5-10 por cento e a taxa de
congelamento varia de 1 a 30°C/min. que é a
velocidade de congelamento verificada durante a
imersao na fase de vapor no NL.

b. Equipamento e embalagens: O sucesso da
criopreservagdo depende do uso de um bom
equipamento. O tanque de NL adequado deve
conteroreservatério de NL e aamostrade semente
namesma cavidade. Estes tanques podem manter
atemperatura porumperiodode tempode 30a120
dias sem necessitar de adicao de NL.

A maioria das sementes pode suportar a imersao
direta em NL. No entanto, existem indicagdes de
que as sementes armazenadas no vapor acima do
NL nao sofrem danos fisicos, talvez porque a
velocidade de congelamento seja mais lenta (em
torno de 30°c/minuto) do que nafase liquida (200°C/
minuto).

c. Monitoragao da Viabilidade: Teoricamente se uma
amostra de semente pode ser congeladaem NL e
descongelada semreduzir suaviabilidade, o periodo
de tempo em que a semente pode ficararmazenada
em NL, dias, semanas, meses, anos ou séculos é
insignificante. No entanto, a prudéncia recomenda
que ocontrole de qualidade do acesso seja realizado
anualmente, pelo menos no inicio do
estabelecimento da metodologia para a espécie
em questao.

Sementes tolerantes ao dessecamento mas
sensiveis ao NL

Muitas sementes de espécies frutiferas tais como
Prunus spp, Juglans spp, Corylus spp. e Coffea spp.,
apresentam este comportamento durante a
criopreservagao.

Estas sementes podem ser desidratadas a niveis
de umidade menores do que 10 por cento mas nao
podem suportar temperaturas abaixo de -40°C.

Sementes desta categoria normalmente
apresentam grande quantidade de lipideos de reserva,
atingindo até 60 a 70 por cento em algumas espécies.

O desenvolvimento de técnicas adequadas de
criopreservagao para estas espécies seria a solugéo
para a conservagdo do seu germoplasma e
consequentemente daria origem a métodos eficientes
de melhoramento e propagagao.

Sementes sensiveis ao dessecamento e ao NL

As sementes sensiveis ao dessecamento,
denominadas de recalcitrantes por Roberts (1973),
normalmente também apresentam vida curta e sao
sensiveis a extremos de temperatura.

Muitas tentativas ja foram feitas, sem sucesso,
paradesenvolverumatécnicade preservagaoalongo
prazo para esta categoria de sementes. O
desenvolvimento de técnicas criogénicas é o que
provavelmente apresenta maior potencial para a
conservagao do germoplasma de espécies, com
sementes recalcitrantes.

A regeneragao da planta através do cultivo de
meristema e apices caulinares conservados em NL ja
foi obtida para as seguintes espécies: Dianthus
caryophyllus (Vemura & Sakai, 1980), Cicer arietinum
(Kartha & Gamborg, 1978), Pisum sativum (Kartha et
al., 1979), Solanum tuberosum (Bajaj, 1978), Fragaria
x ananassa (Kartha et al., 1980) e Malus sp. (Katano
et al., 1983).

A criopreservagao de embrides zigéticos, embora
envolvendo o mesmo principio basico que aquela
utilizada para células ou tecidos oferece a vantagem
de que o embridao se desenvolve diretamente em
plantula. Embrides zigéticos, somaticos e nucleares
ou mesmo eixos embrionarios tém sido congelados
com sucesso para algumas espécies vegetais.

Normah et al., (1986), obteve regeneragao de
plantas de seringueira a partir de eixos embrionarios
em NL, o que ilustra o enorme potencial desta técnica
para a conservagao de germoplasma de espécies
com sementes recalcitrantes. Embora a semente
recalcitrante seja intolerante ao dessecamento e
armazenamento sob baixas temperaturas, seu embrido
pode serdesidratado aniveis menores de umidade do
que a semente e assim criopreservado com sucesso.
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Istojafoi parcialmente obtido e relatado por Grout et al.,
(1983) para Elaeis guinensis, Pritchard e Prendergast
(1986) para Araucaria hunsteinii, Chin et al. (1988)
para Veitchia merrillii e Houvea fosteriana e
Krishnapillay et al (1990) para Artocarpus
heterophyilus.

ULTRA-SECAGEM

E fato conhecido que o teor de umidade da semente
e da temperatura de armazenamento sdo os mais
importantes fatores que afetam a longevidade da
semente durante 0 armazenamento e o0 mais comum
e seguro método paraa conservagao de germoplasma
é oarmazenamento frio, com a semente apresentando
teor de umidade entre 5 e 10 por cento a 20°C de
temperatura.

Se a redugao do teor de umidade abaixo de 5 por
cento pode induzirefeitos negativos sobre agerminagao
e vigor de semente ainda é passivel de controvérsias.

Recentes experimentos realizados na University of
Reading, UK, mostraram que a ultra-secagem de
sementes ortodoxas, abaixo de 5 por cento de teor de
umidade nao prejudicou sua viabilidade e aumentou
sua capacidade de armazenamento.

Esta técnica poderia ser desenvolvida para os
paises mais pobres, uma vez que os gastos com
camaras a temperaturas de -20°C seriam eliminados.
As sementes poderiam serdesidratadas aniveis abaixo
de 5 por cento e hermeticamente acondicionadas em
embalagens impermeaveis e armazenadas sob
temperatura ambiente.

Embora bastante promissora esta nova tecnologia
ainda esta em fase experimental para determinar se
disturbios genéticos, citoldgicos ou fisioldgicos
poderiam ocorrer a longo prazo.

Os principais resultados de experimentos realizados
durante 2,5 anos em Beijing, na China, por Guang-
Hua (1991) sao apresentados a seguir:

1. Entre os varios métodos utilizados para secar as
sementes, o mais efetivo, seguro e econémico foi
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a silica gel em dessecadores sob a temperatura
ambiente.

2. Para prevenir danos a morfologia e estrutura da

célulaem algumas espécies é necessario fazerum
pré-tratamento antes da ultra-secagem. Este
tratamento consiste na hidratagao e desidratagédo
da semente, sendo que o tratamento repetido foi
mais eficiente que um unico tratamento.

3. Testes com sementes oleaginosas com diferentes

espécies de Brassica sp., Arachis sp., Sesamum
sp. Glycine sp. confirmaram que a ultra-secagem
nao induziu nenhuma significante modificagao na
germinagao e vigor. Além disso as sementes ultra-
secas foram mais tolerantes ao envelhecimento
acelerado do que as sementes do controle.

4. Sementes de Brassicaspp., Beta vulgaris, Glycine

max, Eucommia ulmoides, Arachis hypogaea,
Asparagus officinalis Oenothera odorata, Sesamum
indicum, Sorghum vulgare, Ulmus pumila,
Populus spp. etc. foram submetidas a ultra-
secagem e nenhum efeito deletério foi detectado,
apods andlises ultra-estruturais, bioquimicas e
fisiolégicas.
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