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1. INTRODUCAO

A diversidade biologica abrange todas as espécies de plantas, animais e
microrganismos, envolvendo ainda os ecossistemas e 0s processos ecoldgicos aos quais
as espécies pertencem. Este conceito, elaborado ao longo dos anos, foi reafirmado
durante a Convencédo da Diversidade Biolégica, promulgada no Rio de Janeiro em
1992.

Os paises detentores da megadiversidade biolégica sdo Brasil, Colémbia,
Equador, México, Venezuela, Madagascar, Zaire, China, india, Indonésia, Malé&sia e
Austrélia. O Brasil é 0 mais rico em plantas, animais e microrganismos, pois possui
cerca de 20% do total existente no Planeta.

Dentro deste contexto, nota-se que a maior parte da biodiversidade encontra-
se nos paises em desenvolvimento, que sdo dependentes de tecnologias, capacitacao
de recursos humanos e infra-estrutura existentes em paises desenvolvidos, que por
sua vez sdo altamente dependentes de biodiversidade. Este aspecto se traduz em um
grande poder de negociacdo de paises do Hemisfério Sul frente a paises do Norte.

Khoshoo (1996) discutiu a relagdo entre biodiversidade e biotecnologia
dividindo os paises do mundo em quatro grupos principais: (1) pobres em
biodiversidade e biotecnologia; (2) pobres em biodiversidade e ricos em biotecnologia;
(3) ricos em biodiversidade e pobres em biotecnologia; e (4) ricos em biodiversidade
e biotecnologia (Figura 1). No grupo ! encontram-se os paises do Oriente Médio
(por exemplo, Arabia Saudita); no grupo 2 os paises desenvolvidos como Estados
Unidos, Japao, Alemanha, Franca, Inglaterra; no grupo 3 Indonésia, india, China,
Malésia, Brasil, México e outros paises tropicais ou subtropicais; e no grupo 4 nao
existe nenhum pais com tais caracteristicas. O autor salientou que existe um fluxo de
biodiversidade do grupo 3 para o grupo 2. Entretanto, considerou dificil a avaliagdo
do fluxo de biotecnologia na dire¢do oposta.

A troca permanecera desigual até que os paises classificados no grupo 3 sejam
auto-suficientes em biotecnologia, haja vista que tais paises tém a possibilidade de
alcancar o grupo 4, enquanto os paises do grupo 2 ndo tém condicdo de atingir esse
guadrante, uma vez que ndo dispdem de alta biodiversidade.

Fazendo-se uma analise sobre os cerca de 120 produtos que entram na dieta
alimentar da humanidade vemos que apenas 15 espécies de plantas (arroz, banana,
batata, batata-doce, beterraba agucareira, cana-de-agUcar, centeio, cevada, feijdo, coco,
mandioca, milho, soja, tomate e trigo) sdo consumidas por cerca de 80% da populacdo
e que apenas quatro espécies (arroz, batata, milho e trigo) sdo utilizadas por 60% da
populacdo mundial.

Diante deste quadro, é facil o entendimento de que trata-se de um processo
bastante vulneravel para a seguranca alimentar dos povos, 0 que aumenta a
responsabilidade dos paises detentores de biodiversidade em aprofundar os estudos
no desenvolvimento de tecnologias que estimulem o uso de espécies autéctones no
sentido de aumentar a oferta e atender a demanda dos consumidores, diminuindo a
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FIGURA 1. Relagdo entre
biodiversidade e biotec-
nologia de acordo com
Khoshoo (1996). (FBD:
Fluxo de biodiversidade;
FBT: Fluxo de biotec-
nologia)

dependéncia por espécies exoticas e aumentando o poder de barganha com os paises
do Norte. Mesmo paises como o Brasil, proprietarios de rica biodiversidade, sdo
extremamente dependentes de produtos externos; cerca de 80% dos produtos
alimenticios, que nos chegam a mesa, sdo originarios de outros paises.

Todos estes fatos aumentam a importancia da conservagao ex situ de recursos
genéticos, isto é, 0 manejo do germoplasma fora do local de origem, tanto autdctones
como exoticos, disponibilizando materiais para uso em programas de melhoramento
genético, biotecnologia e ciéncias afins, no sentido da geragcdo de novos genotipos
para a seguranca alimentar e outras utilidades.

O presente capitulo enfoca a aplicacdo de tecnologias disponiveis na
conservacao ex situ de recursos genéticos vegetais, com base na competéncia técnica
acumulada pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia ao longo dos seus vinte
e cinco anos de atuacdo.

2. BIODIVERSIDADE E RECURSOS GENETICOS

O bindmio biodiversidade e recursos genéticos forma a base solida da
agrobiodiversidade visando ao desenvolvimento de uma agricultura sustentavel na
dimensdo do agronegécio, da utilizacdo social e do equilibrio ambiental.

A biodiversidade esta relacionada com a variabilidade genética e com os
aspectos evolucionarios e ecolégicos, podendo ser entendida como a soma da variagdo
gue ocorre na natureza quanto a genes, espécies e ecossistemas, se refletindo no nimero
de espécies e suas combinagdes, além das recombinacBes genéticas envolvendo as
espécies.

A diversidade genética acolhe a informacéo genética nas espécies da flora,
fauna e microbiota, enquanto que a diversidade de espécies considera os graus de
diferenciagdo para adaptagéo nos diferentes nichos ecolégicos, bem como a diversidade
de ecossistemas. J& a diversidade de ecossistemas abrange a variedade, ndamero e
freqUiéncia de habitats, além dos processos ecolégicos e comunidades bidticas.
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A rica biodiversidade que ocorre no Brasil esta em funcéo da grande variagéo
ecoldgica, dimensao territorial e nUmero de biomas. Em termos gerais, além de ser o
mais rico em plantas, animais e microrganismos, € proprietario da maior parte das
reservas florestais intactas do planeta, possuindo cerca de 19% dos solos agricultaveis
do mundo.

Para o caso de plantas superiores, o Brasil tem cerca de 55 mil espécies
identificadas, 0 que corresponde a quase 21% do total de 267 mil espécies ja
classificadas ao nivel mundial. Esta alta concentracdo de gendtipos se traduz em
elevado ndmero de genes tropicais e genomas funcionais. Além disso, esta enorme
disponibilidade aponta para a necessidade da efetivacdo de um consistente programa
de prospeccdo, isolamento, caracterizacdo e expressdo de genes Uteis a agricultura
sustentavel, dentro de uma acdo priorizada. Dentre as espécies nativas usadas na
alimentacdo humana e animal destacam-se: mandioca, abacaxi, caju, cupuacu,
maracuja, castanha-do-Brasil, guarand, jabuticaba, amendoim, cacau, espécies de
palmeiras, algumas forrageiras nativas e também espécies medicinais (Goedert &
Wetzel, 1999), além de muitas outras espécies de uso regional.

Centros de origem correspondem a regido geografica onde se originou uma
espécie ou foi primeiramente domesticada, enquanto que centros de diversidade
atestam a regido geografica com elevado grau de diversidade genética (IBPGR, 1991).
Esta diversidade pode ser primaria se houver a ocorréncia de espécies de interesse
econdmico em associacdo com espécies parentes silvestres, com caracteristicas
primitivas e elevada freqiéncia de caracteres dominantes, podendo ser ainda
secundaria, isto é, com pouca ocorréncia de parentes silvestres, com baixos niveis de
variagdo genética e pronunciada ocorréncia de caracteres recessivos. Todos 0s cinco
biomas brasileiros, Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Campos e Florestas
Meridionais acolhem centros de origem e centros de diversidade genética de espécies.

No processo de exploragdo maxima da variabilidade genética para efeito da
conservacdo exsitu tem sido considerado o conceito de genepool ou complexo génico.
Eles sdo classificados em genepool primario (GP1) onde os cruzamentos sdo comuns
e geralmente geram progénies férteis, a segregagdo de genes é praticamente normal e
a transferéncia genética geralmente ocorre com facilidade; genepoolsecundario (GP2)
em que os cruzamentos com GP! sdo possiveis apesar da existéncia de algumas barreiras
que os dificultam, geram progénies com niveis variaveis de esterilidade ou fertilidade,
pareamento cromossdmico pobre ou até nulo, existindo dificuldade de levar os hibridos
a maturidade e a geragBes subsequientes; e gene pool terciario (GP3) onde os
cruzamentos usando o GP1 geram progénies andmalas, com graus de letalidade ou
completamente estéreis. Nesta classe, somente a aplicacdo de ferramentas
biotecnoldgicas torna possivel a exploracdo da variabilidade do complexo génico
(Harlan & de Wet, 1971).

Os recursos genéticos estdo incluidos na diversidade biologica e abrangem
inimeras espécies de plantas, animais e microrganismos que, em equilibrio atuam
em significativa intera¢do em sistemas biolégicos. Possuem interesse socioeconémico
real e potencial visando a utilizacdo em programas de melhoramento genético,
biotecnologia e outras ciéncias afins (United Nations Environment Programme,
1992).
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Em linhas gerais, 0s recursos genéticos abrangem as seguintes categorias:
espécies silvestres, espécies de parentes silvestres, racas locais, variedades, linhagens
melhoradas, linhagens com caracteristicas genéticas e citogenéticas especiais e
populacdes experimentais, dentre outras. Apesar de que na atualidade nem todas as
espécies possuem demanda para uso, no futuro poderdo ser altamente desejaveis
levando-se em conta a utilizacdo de genes e alelos existentes. Para aquelas espécies
gue possuem enorme importancia para uso atual ou potencial deve ser dirigido um
esforgo especial no sentido da efetuacdo do manejo relacionado com a coleta,
conservacdo, caracterizacdo, avaliacdo, documentacéo, informacéo e disponibilidade
de pronunciado nivel de variabilidade genética.

Considerando que 0s recursos genéticos abrangem o conjunto de amostras
de populacbes de plantas, animais e microrganismos que abarcam variabilidade
genética de grande interesse para uso, 0s mesmos sao representados pelo germoplasma
que por seu turno, é o conjunto de materiais hereditarios de uma espécie, isto é, a
base fisica da heranca genética (IBPGR, 1991).

3. FASES DO MANEJO DOS RECURSOS GENETICOS VEGETAIS

O desenvolvimento de acdes para a conservacao e uso dos recursos genéticos
deve estar fundamentado em bases solidas de planejamento e com perspectivas de
execucdo a longo prazo. Desta forma, programas nacionais de conservacao sdo criados
para dar suporte a um complexo de acdes de pesquisa, apoio e desenvolvimento de
recursos genéticos, sendo de fundamental importéncia a identificacdo de espécies e
atividades prioritarias na busca por tecnologias eficientes para a conservagdo e uso do
germoplasma, em bases sustentaveis e com racionalizagdo dos recursos financeiros
(Goedert & Wetzel, 1999).

Os procedimentos para a conservacao exsitu de germoplasma vegetal requerem
0 uso de metodologias técnico-cientificas como base para atividades de rotina e
pesquisa, ndo sé para permitir a pratica de uma conservacdo bem manejada, como
também para promover e induzir ao uso do germoplasma armazenado.

De uma maneira geral, os processos de cunho técnico que conduzem ao
correto manejo do germoplasma conservado envolvem as seguintes atividades:

3.1 PROSPECGCAO E COLETA

A prospeccao ou pré-coleta é uma fase de grande auxilio para a efetivacdo da
coleta propriamente dita, pois permite delinear com antecedéncia, todas as fases
consideradas imprescindiveis para o pleno sucesso da coleta a ser efetuada.

A coleta de germoplasma - processo de localizar os recursos genéticos no
campo, amostrar o germoplasma e transferir esses recursos para um banco de
germoplasma — é o passo inicial para a conservacgdo ex situ dos recursos genéticos
vegetais (Guarino et al., 1999). Embora o processo de coleta possa parecer uma
atividade simples, com regras pré-estabelecidas, sua execucao requer estudos prévios,
sempre que possivel, para se conhecer entre outros aspectos o mecanismo de
reproducdo da espécie, os principais polinizadores e estudos de simulagdo gréfica
para a definicdo de areas potenciais de coleta. Além disso, o conhecimento das
caracteristicas fenoldgicas, em ambientes semelhantes a regido onde sera efetuada a
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coleta, é fundamental, pois podera auxiliar na definicdo da época mais apropriada
para a realizacdo da expedicdo (Vilela-Morales, 1999).

As coletas sdo efetuadas tanto em populacdes silvestres ou primitivas como
em populacdes domesticadas. Diversos materiais podem ser alvo de coleta, entre eles:
sementes, bulbos, tubérculos, polen, plantas inteiras etc. A equipe de coleta deve ter
conhecimento adequado de botanica, ecologia, genética de populagdes, melhoramento
de plantas e fitopatologia. Além disso é necessario ter um bom conhecimento do pais
ou regido onde sera efetuada a expedicdo, incluindo aspectos socioeconémicos e
costumes locais (Esquinas-Alcazar, 1993). Inimeros aspectos relacionados com as
atividades de coleta sdo amplamente discutidos por Bennett (1970), Creech (1970),
Chang (1985) e Guarino etal. (1995).

Para a captura da variabilidade genética existente, nas coletas devem ser
utilizados procedimentos de amostragem, levando-se em conta os mecanismos de
reproducdo das plantas, o tamanho efetivo da populacdo e a frequéncia génica.
Marshall & Brown (1975) reconheceram quatro classes de alelos: comum e dispersos,
comum e restritos, raros e dispersos, e raros e restritos. Segundo os autores a classe
comum e dispersos ndo apresenta problema, sendo tais alelos capturados mesmo
dentro de pequenas amostras coletadas de poucas populagdes. Se os alelos séo raros,
nao importando a distribuicdo, a probabilidade deles serem incluidos depende do
tamanho das amostras e do nimero de popula¢Bes que podem ser amostradas. Caso
seja restrita, o conhecimento da distribuicdo pode ajudar, porém amostras maiores
sdo necessarias. A classe mais importante para coleta é aquela com distribuicdo comum
em areas restritas. Em termos do tamanho da amostra no processo de coleta, esta
deve ser mais pronunciada em espécies autbgamas por possuirem o fendbmeno da
variacdo genética livre, em contraste com as espécies alégamas que oferecem uma
variacdo genética potencial (Vilela-Morales et al., 1997). Para exemplificar tal
fendbmeno os autores usaram dois locos com dois alelos (Aa e Bb). No caso de
autdbgamas os genétipos possiveis sdo AABB, AAbb, aaBB e aabb, enquanto que para
as alégamas sdo AABB, AABb, AAbb, AaBB, AaBb, Aabb, aaBB, aaBb e aabb. No
primeiro caso nenhum genétipo contém todos os alelos possiveis, o que dificulta a
coleta do germoplasma. Por outro lado, nas alégamas existe a presenca do duplo
heterozigoto (AaBb) que contém todos os alelos e, conseqiientemente, facilita o
processo de amostragem.

As expedicdes de coleta de germoplasma devem ser organizadas para atender
as seguintes alternativas: a) coletar germoplasma de produtos tradicionais ou com
interesse econdmico; b) coletar germoplasma de produtos ou culturas alternativas ou
potenciais; ¢) coletar germoplasma com risco eminente de destruicdo, em operacdes
de resgate; d) coletar germoplasma em locais com diversidade genética expressiva, de
modo a aumentar os niveis de variacdo genética disponivel para os programas de
pesquisa e desenvolvimento (Coradin, 1990).

Sistemas de Informacdo Geogréafica (SIG) tém sido utilizados para realizar
levantamentos ecogeogréaficos a fim de identificar areas alvo para a coleta de
germoplasma, entre elas: a) areas de alta diversidade para uma determinada cultura;
b) areas onde a cultura e seus parentes silvestres coexistem; c) areas para proteger
germoplasma de interesse especifico; d) areas para identificar genétipos que estdo
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sub-representados nas colecdes; €) areas representativas de falhas ecogeogréaficas nas
colecBes; f) areas de risco de erosdo genética (Greene & Guarino, 1999). Um
levantamento constatou a existéncia de aproximadamente 835-000 acessos (excluindo
0s 675.000 acessos existentes nos centros internacionais do Consultative Group on
International Agriculture Research - CGIAR) em 340 bancos de germoplasma na
América Latina e Caribe; no Brasil, até 1994, 300 expedicdes foram realizadas, as
quais agregaram cerca de 40.000 acessos ao sistema de conservacdo (Guarino etal.,
1999).

O passaporte é considerado o documento de identidade da amostra coletada,
sendo que os dados obtidos podem variar de uma instituicdo para outra. Entretanto,
alguns dados sdo imprescindiveis como informagdes geograficas, nome do coletor,
dados edafoclimaticos, tipo de vegetacao, existéncia de fatores causadores de estresses
bidticos e abidticos, possivel interesse econdmico e informag6es basicas das amostras
obtidas (Lleras, 1988; Esquinas-Alcazar, 1993). Costa (1999) enfatizou que a
organizacdo dos dados de passaporte, existentes nos bancos ou cole¢des de
germoplasma, é fundamental para se ter uma visao coerente das atividades realizadas
ou a realizar com germoplasma de um produto ou grupo de produtos. Na circulagédo
do germoplasma, seja como transito interno, introducdo ou exportagao, é
recomendavel a obtencdo e o registro de dados de passaporte originais do acesso,
uma vez que esse simples cuidado pode evitar duplicacbes inconvenientes
economizando tempo e dinheiro. Costa & Vilela-Morales (1994) utilizando dados
de passaporte dos acessos de mandioca existentes no Brasil, verificaram que dos 4.300
acessos disponiveis, 30% eram duplicagcfes. Ritschel et al. (1998) utilizando
marcadores morfologicos na caracterizagao preliminar do germoplasma brasileiro de
batata-doce detectaram 23% de duplicaces.

A utilizacdo de dados de passaporte e de descritores morfoldgicos permite
orientar, de forma mais segura, futuros trabalhos envolvendo técnicas com marcadores
moleculares (Costa, 1999). O avanco observado nas técnicas do DNA recombinante
também tem sido incorporado nas atividades de coleta. Miller & Tanksley (1990)
demonstraram que o uso de polimorfismo baseado em tamanho de fragmentos de
restricdo (RFLP) permitiu estimar que a probabilidade de adicionar novos genes a
colecdo de tomate poderia aumentar vinte vezes pela simples inclusdo de um acesso
de Lycopersicon peruvianum, um parente silvestre do tomate.

3.2 INTERCAMBIO E QUARENTENA

O intercambio de germoplasma tem sido uma préatica bastante utilizada
visando ao enriquecimento da variabilidade genética conservada. O intercambio de
germoplasma oferece oportunidade para a incorporagdo de “novos” genes de interesse
para utilizacdo nos programas de melhoramento.

Esta préatica exige um controle fitossanitario rigoroso tendo em vista evitar a
entrada de pragas e patdgenos inexistentes na agricultura dos respectivos paises. Assim,
nos procedimentos de intercambio os seguintes critérios devem ser considerados com
rigor: a) a amostra deve ter a representatividade genética da populacdo de origem
(muitas vezes esse item nao é observado, por varios motivos, mas especialmente devido
a baixa disponibilidade do material na colecdo de origem); b) a amostra deve estar
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livre de pragas (insetos e patdgenos); c) a inspecdo fitossanitaria deve ser organizada
de modo a possibilitar a deteccdo de insetos, fungos, bactérias, virus, acaros e
nematoides; d) os procedimentos quarentenarios devem ser rigidos quanto a
eliminacdo das amostras contaminadas.

De maneira geral, as amostras movimentadas no processo de intercambio
podem ser de livre intercAmbio, de intercambio restrito, de germoplasma avancado
ou de pesquisa. Na atualidade, em face dos direitos de propriedade intelectual, nas
acGes de intercambio de recursos genéticos tém sido praticada a assinatura de acordos
de transferéncia de material visando assegurar os direitos das partes envolvidas no
processo.

A quarentena é um determinado periodo de incubacdo no qual pode ocorrer
0 aparecimento e deteccao de pragas e sintomas de doencas. Esta pratica é um excelente
mecanismo de protecdo para a agricultura, pois evita a entrada de pragas e doengas
em areas até entdo isentas desses organismos.

Na Tabela 1 é apresentado um resumo das atividades de intercambio de
germoplasma realizado pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em 1997
e 1998.

TABELA 1. Intercambio realizado pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em 1997 e 1998.

Descricéo 1997 1998

Acessos importados 15.251 23.405
Acessos exportados 1.004 344
Acesso de transito interno 2.684 3.269
Total do intercmbio de acessos de plantas 18.939 27.018

Fonte: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (1998; 1999).

3.3 CONSERVAGAO DE CERMOPLASMA

Esta pratica tem grande importancia no sentido de disponibilizar a
variabilidade genética para uso em programas de melhoramento genético,
biotecnologia e ciéncias afins. Para a escolha do melhor procedimento de conservacao
da amostra, inicialmente devem ser conhecidos os tipos de sementes produzidas pelos
gendtipos, de acordo com a fisiologia. Assim, as sementes podem ser: a) ortodoxas —
guando suportam secagem entre 4% a 6% de umidade, porque se apresentam secas
em sua maturagao fisioldgica e devido ao baixo grau de umidade, suportam a exposi¢ao
prolongada a temperaturas subzero (-10°C a -20°C), exemplos: arroz, milho e feijo;
b) intermediarias — quando suportam certo grau de secagem (em torno de 10% de
umidade), porém este ndo é suficiente para conserva-las ou protegé-las dos danos
causados por baixas temperaturas, portanto, embora mais secas que em seu estado
normal, ndo suportam temperaturas subzero, exemplos: café e citros; e c) recalcitrantes
- quando ndo suportam secagem e ndo podem ser conservadas em temperaturas
subzero devido ao alto teor de 4gua que possuem em sua maturagao.

Sementes ortodoxas podem ser conservadas a longo prazo em temperaturas
subzero, preferencialmente variando entre -10°C e -20°C, porém o ideal é que seja
em torno de -18°C ou abaixo, em colegdo de base. Geralmente as sementes
intermedidrias tém sido conservadas a médio prazo entre 5°C e 10°C (Ellis et al.,
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1991); os periodos de sobrevivéncia em baixa temperatura, assim como o grau de
secagem, variam entre espécies e até mesmo entre gendtipos. Varias pesquisas tém
sido realizadas em anos recentes na busca de métodos que viabilizem a conservagédo
ex situ dessas espécies, no entanto ainda existem limitagdes que tornam impraticavel
sua conservacéo a longo prazo em bancos de germoplasma (Eira, 1996). Os resultados
obtidos pelo congelamento de sementes ou embrides zigoticos em nitrogénio liquido
tém sido promissores na conservagao de varias espécies com sementes intermediarias
e recalcitrantes (Normah, 1994; Berjak & Dumet, 1996; Dussert etal., 1997; 1998;
Althoff, 1998). Espécies que possuem sementes recalcitrantes, podem ser conservadas
a campo, in vitro ou em criopreservagdo (-196°C) de tecidos, pélen, embribes e
sementes. Nesses processos de conservacao ex situ, deve haver todo o cuidado para
gue sejam evitadas a erosdo genética pela perda ou reducédo da viabilidade da semente,
a instabilidade genética pelo aparecimento de mutacdes como aneuploidia, ou mesmo
a variacdo somaclonal pela constante repicagem das amostras conservadas in vitro.
Para isso a metodologia escolhida deve ser comprovadamente a mais adequada e
deve ser estabelecido um consistente procedimento do monitoramento das cole¢des.

Para o caso da conservacdo a campo, Util para conservar as espécies que
produzem sementes recalcitrantes e intermediarias, que nao produzem sementes e
outras que produzem sementes ortodoxas mas sdo altamente heterozigotas e,
normalmente, sdo de propagacdo vegetativa, atencdo deve ser dada para as seguintes
limitacdes: ocupacgdo de areas extensas por longos periodos; grande necessidade de
recursos humanos, financeiros e materiais para implantacéo, condugdo e manutencéo
das colecdes; necessidade de duplicacéo das cole¢es para reduzir os riscos de perda
pela ocorréncia de catastrofes de ordem bidtica, abiotica e antrépica; longos periodos
para expressdo das caracteristicas genéticas e uso de condi¢cdes ambientais ndo
compativeis com a expressdo das caracteristicas fenotipicas. Sdo muito importantes
o0s cuidados a serem tomados para apresentar solucdes alternativas a estas limitacoes,
considerando sempre a relagdo custo beneficio, pois, muitas das importantes espécies
que ocorrem no Brasil, especialmente perenes, produzem sementes recalcitrantes.

A biotecnologia pode ter papel relevante especialmente para as espécies de
propagacao vegetativa, espécies com sementes recalcitrantes e intermediarias e espécies
com problemas severos de produgdo de sementes (Rao & Riley, 1994). Também o
DNA de espécies com risco de erosao genética, extingdo ou com interesse para o
desenvolvimento de biotecnologias pode ser conservado em bancos gendmicos, cujo
procedimento é da maior importancia para paises ricos em genes tropicais, como o
Brasil.

3.4 CARACTERIZACAO E AVALIACAO

Estas duas praticas sdo da maior importancia para o conhecimento e uso do
germoplasma conservado. Em termos gerais, a caracterizagcdo pode ser morfologica,
reprodutiva, agrondmica, bioquimica, citogenética e molecular; baseando-se na
classificacdo dos acessos por seus caracteres qualitativos, enquanto que a avaliacdo
considera os caracteres quantitativos (Vilela-Morales, 1988). Visando a execucdo de
um procedimento adequado, deve ser definida uma lista minima de descritores por
espécie, sendo que na caracterizacdo sao utilizados descritores com alta herdabilidade,
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e por conseguinte, pouco influenciados pelo ambiente. Para o caso da avaliacéo,
cujos caracteres sdo comandados por muitos pares de genes e ocorre acentuada
influéncia do ambiente, o procedimento deve ser repetido em diferentes locais de
modo que possa ser melhor decomposto o efeito da interagdo gendtipo x ambiente.

O InternationalPlant Genetic Resources Institute (IPGRI) tem disponibilizado
vérias listas de descritores para diversas espécies de plantas proporcionando uma
melhor uniformizagdo na caracterizacao e avaliagdo dos recursos genéticos vegetais
(Rao & Riley, 1994); estas listas contém grande quantidade de descritores que podem
ser utilizados na integra ou selecionados em descritores minimos, de acordo com a
necessidade imediata do usuério.

Os procedimentos de caracterizagdo e avaliacdo sdo importantes para a
formacdo de colegdes nucleares, que sdo estruturas fisicas com cerca de 10% a 15%
do niimero de acessos das colec¢des originais, mas que encerram cerca de 70% a 80%
da representatividade genética daquelas cole¢des, e sdo elaboradas com a fungdo de
incentivar e orientar o uso do germoplasma conservado.

3.5 RECENERACAO E MULTIPLICACAO

A regeneragdo é o processo de renovagdo da amostra originalmente obtida.
Nesse aspecto o tipo de reproducdo praticado pela espécie é muito importante, sendo
mais facilmente realizado nas espécies autbgamas do que nas alégamas.

O processo de regeneracdo é idéntico ao processo de multiplicacdo para a
producédo de sementes a fim de repor os estoques dos bancos ativos ou para atividades
de avaliacdo e distribuicdo entre os usudrios, especialmente os melhoristas (Frankel et
al., 1995). Caso o poder germinativo (PG) das sementes seja reduzido para 85% em
relagdo ao PG constatado no inicio do processo de conservacao, devem ser utilizados
procedimentos de regeneracdo de modo que cada gendtipo deixe a sua contribuicéo
gamética para a préxima geragao.

Atencdo deve ser dada aos efeitos da selecdo natural, os quais devem ser
minimizados no ambiente em que é conduzida a regeneracdao. Vencovsky (1986) e
Breese (1989) enfatizaram a necessidade de adequada representatividade genética,
explorando o conceito do tamanho efetivo populacional no processo de regeneragéo,
como forma de evitar problemas com deriva genética e efeitos da selecdo natural.
Frankel etal. (1995) ressaltaram que a deriva genética, causadora de perdas de alelos
raros ndo-adaptativos, € menos prejudicial que a selecdo natural, a qual pode afetar
adversamente a freqiiéncia de alelos adaptativos. Os autores salientaram também
gue ambos os inconvenientes podem ser evitados com um tamanho efetivo minimo
de 30, porém deve-se preferir um tamanho efetivo de 50 ou mais.

3.6 DOCUMENTACAO E INFORMACAO

Os avancos na area de informatica vém sendo sistematicamente incorporados
aos trabalhos com recursos genéticos com o objetivo de facilitar tais atividades. A
disponibilidade de tecnologias e softwares mais eficientes e de facil manuseio constituem-
se em ferramentas extremamente Uteis para as diversas rotinas existentes no trato do
germoplasma (Costa, 1999). Além de auxiliar nos trabalhos de documentacao, os avangos
da informaética tém contribuido no intercambio e disseminagdo da informacao ao redor
do mundo. Hawtin etal. (1996) destacaram a possibilidade de troca de informacdes
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pelo SINGER (System-wide Information Network on Genetic Resources) sobre o
germoplasma disponivel nos diversos centros internacionais de pesquisa coordenados
pelo CGIAR. Obviamente a Internet apresenta-se como um veiculo de grande
importancia na disseminacao dessas informagdes.

Estas atividades séo dirigidas para o0 monitoramento das informagdes referentes
ao enriquecimento da variabilidade genética através da coleta e intercambio de
germoplasma, cadastramento ou inventario das cole¢Ges, acompanhamento e anélise
do estado da conservacdo dos acessos, além da caracterizacdo, avaliacdo e uso do
germoplasma.

A documentacdo e informagdo em conjunto com a caracterizacdo e avaliacdo
formam a base primordial que conduz ao uso do germoplasma conservado. Isto requer
a formacé&o e implementacdo de um sistema de informacao de recursos genéticos que
seja automatizado e integrado ao nivel nacional, que além dos componentes acima
definidos, abranjam: base de dados sobre tecnologias e pesquisas relacionadas com
recursos genéticos, base de dados bibliograficos sobre recursos genéticos e tecnologias
apropriadas, definicdo de sistemas geograficos e de sensoriamento remoto para
reconhecer, determinar e monitorar locais com diversidade genética de interesse,
além da definicdo de sistemas especialistas (Vilela-Morales, 1988).

Na praética, a introducéo de acessos as cole¢des esta relacionada com o registro
do maximo de dados que os identifiquem na colecéo, tais como o nimero de registro
pelo qual o acesso serd conhecido na colecdo (no Brasil ¢ o BRA0O00000), origem e
procedéncia, poder germinativo, nimero estimado de sementes ou de amostras; no
caso de material oriundo de coletas, as informagdes de caderneta de campo, além das
informacdes de caracterizagéo e avaliagdo. Esse conjunto de dados, denominados de
dados de passaporte, sdo essenciais no sentido de disponibilizar a cole¢do ao usuario.

O conhecimento etnobioldgico de comunidades indigenas e tradicionais
representa um fator inestimavel que deve ser levado em consideragcdo. Assim,
principalmente nas bases de dados sobre a diversidade das espécies nativas, a inclusdo
de informac®es etnobioldgicas sdo de alto valor estratégico para qualquer pais (Vilela-
Morales, 1999). Conforme salientou Esquinas-Alcazar (1993), quando as variedades
desaparecem o conhecimento sobre as mesmas também ¢ perdido, fazendo com que
a erosdo genética esteja atrelada a uma correspondente erosdao de conhecimento.

4. BANCOS E COLECOES DE CERMOPLASMA

A conservagao ex situ de recursos genéticos encontra nos bancos e colecdes de
germoplasma as estruturas fisicas onde sdo armazenados 0s acessos para a manutencao
da variabilidade genética visando a utilizacdo (IBPGR, 1991).

Para o caso especifico de plantas, no levantamento da FAO em 1996, o nimero
de bancos ao nivel mundial somava 1.308, totalizando 5,5 milhdes de acessos conservados,
assim distribuidos: Africa— 6% dos acessos em 124 bancos; América Latina e Caribe —
12% dos acessos em 227 bancos; América do Norte - 14% dos acessos em 101 bancos;
Asia - 28% dos acessos em 293 bancos; Europa — 34% dos acessos em 496 bancos; Leste
Europeu — 6% dos acessos em 67 bancos. Além disso, incluem-se as agdes e esforgos
desenvolvidos por Centros Internacionais ligados ao CGIAR, que conservam cerca de
0,6 milh&o de acessos em 12 bancos de germoplasma (Tabela 2).
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No Brasil, existem atualmente cerca de 180 bancos, somando mais de 200
mil acessos de espécies vegetais, com destaque para as produtoras de graos, frutiferas,
florestais, medicinais, ornamentais, adocantes e estimulantes, laticiferas,
condimentares e corantes, raizes e tubérculos, biocidas, palmeiras, leguminosas,
fibrosas, oleaginosas, gramineas e hortalicas, dentre outras, totalizando 84 produtos
( Brasil, 1998; Wetzel & Bustamante, 1999). A maioria dos bancos de germoplasma
(110 bancos) esta integrada ao principal programa de conservagdo ex situ em
desenvolvimento no Pais, que é o de Conservagdo e Uso de Recursos Genéticos,
pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), implantado
no ambito do Sistema Nacional de Pesquisa Agropecudria (SNPA) coordenado
pela Empresa. O programatem como objetivo geral o enriquecimento, a conservacao
e a documentacdo dos recursos genéticos autéctones e exéticos, de importancia
socioecondmica atual e potencial para o pais, promovendo e aumentando, via
caracterizagdo e avaliagdo, a utilizagdo desses recursos em programas de
melhoramento ou diretamenre pelo agricultor, para o desenvolvimento de uma
agricultura sustentavel (Goedert & Wetzel, 1999).

Os bancos de germoplasma inseridos no referido Programa comp&em o
Sistema de Curadoria de Germoplasma (Tabela 3), coordenado pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, contando com a seguinte estrutura:

* Uma Supervisdo Geral do Sistema de Curadoria de Germoplasma

» Curadorias de Germoplasma de Produtos ou Grupo de Produtos

¢ Curadores Adjuntos

+ Curadorias de Bancos de Germoplasma

+ Curadores Ad Hoc de Germoplasma de Produto ou Grupo de Produto.

O Sistema de Curadorias de Germoplasma tem por objetivo definir,
sistematizar e integrar todas as atividades indispensaveis ao manejo, conservacao e
uso de germoplasma no &mbito da Embrapa, bem como recomendar que seja adotado
procedimento semelhante em todas as instituicdes do SNPA (Goedert & Wetzel,
1999; Costa, 1999).

TABELA 2. Acessos conservados ex situ nos Centro Internacionais do CGIAR.

Centro Principais Culturas Ndmero de Acessos*
CIMMYT Trigo, Milho, Triticale, Cevada 106.300
ICRISAT Sorgo, Milheto, Gréo-de-bico, Amendoim 103.085
1CARDA Cevada, Trigo, Grao-de-bico, Forrageiras, Lentilha 87.770
IRRI Arroz 82.670
CIAT Feijdo, Mandioca, Forrageiras 56.700
ITA Arroz, Caupi, Soja, Mandioca, Batata-doce 39.860
CIP Batata, Batata-doce 11.590
ILCA Forrageiras 10.000
WARDA Arroz 6.076
INIBAP Banana 563

Fonte: Adaptado de Berthaud (1997)
Aproximado
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TABELA 3. Constituigdo atual do Sistema de Curadorias de Germoplasma da Embrapa Recursos Genéticos

e Biotecnologia.

GRUPOS

Curadorias de Recursos Genéticos Animais

Curadorias de Recursos Genéticos de Microrganismos

Curadorias de Recursos Genéticos de Adocgantes,
Estimulantes, Condimentares e Corantes

Curadorias de Recursos Genéticos de Medicinais,
Aromaticas e Biocidas

Curadorias de Recursos Genéticos de Cereais

Curadorias de Recursos Genéticos de Espécies Florestais,
Laticiferas e Palmeiras

Curadorias de Recursos Genéticos de Fibrosas,
Leguminosas e Oleaginosas

Curadorias de Recursos Genéticos de Forrageiras e
Adubos Verdes

Curadorias de Recursos Genéticos de Fruteiras

Curadorias de Recursos Genéticos de Hortaligas,
Ornamentais, Raizes e Tubérculos

Fonte: Goedert & Wetzel (1999)

CURADORIAS
Animais Domésticos de Grande Porte
Animais Domésticos de Pequeno Porte
Animais Silvestres
Microrganismos de Alimentos
Microrganismos de Controle Biolégico
Microrganismos de Sanidade Animal
Microrganismos de Sanidade Vegetal
Microrganismos de Solos
Adocantes e Estimulantes
Condimentares e Corantes
Medicinais e Aromaticas
Biocidas
Arroz
Aveia, Centeio. Cevada, Trigo e Triticale
Milho, Milheto e Sorgo
Espécies Florestais Nativas da Caatinga
Espécies Florestais Nativas da Floresta Amazonica
Espécies Florestais Nativas do Cerrado / Pantanal
Espécies Florestais Nativas da Mata Atlantica
Espécies Florestais Exdticas
Espécies Laticiferas
Palmeiras
Amendoim
Caupi, Fava, Feijdo e Soja
Colza, Gergilim, Girassol e Mamona
Fibrosas
Gramineas Forrageiras
Leguminosas Forrageiras e Adubos Verdes
Fruteiras Convencionais de Clima Temperado
Fruteiras Convencionais de Clima Tropical
Fruteiras ndo Convencionais
Hortalicas
Hortaligas ndo Convencionais
Ornamentais
Raizes e Tubérculos

Os jardins botanicos e os arboretos sdo também importantes locais de
conservagdo ex situ de germoplasma vegetal (Frankel & Soulé, 1981). Os citados
jardins compdem éareas protegidas, herbarios e cole¢des de plantas vivas onde se aliam
os objetivos técnico-cientificos de pesquisa e rotina de conservagdo e aqueles de
educacdo ambiental e cultural. As cole¢Bes de plantas vivas sdo classificadas,
identificadas, ordenadas e documentadas. No Brasil existem 40 Jardins Boténicos,
para um universo de cerca de 1.700 ao nivel mundial, que conservam principalmente
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espécies medicinais, ornamentais e florestais. No Pais, os Jardins Botanicos estdo
incluidos na Rede Brasileira de Jardins Botanicos, criada em 1991, como acgédo
incentivadora ao intercambio de plantas e conhecimentos técnico-cientificos e
coordenacdo de planos, programas e projetos em rede em relagdo as organizacGes
conservacionistas ligadas ao tema. Arboretos sdo matas ou bosques compostos por
espécies nativas e exoticas que sdo conservadas para efeito de produgdo de sementes
e mudas, além de se constituir em infra-estrutura para fornecer suporte para agdes de
pesquisa e educacdo ambiental. No Brasil ainda séo poucos os arboretos catalogados,
apesar de também se constituirem em importantes bases fisicas para a conservagéo e
uso de germoplasma vegetal.

Outras importantes estruturas para a conservacao ex situ de germoplasma séo
0s préprios herbarios, pois além de serem da maior importancia para a classificacéo
taxondmica das espécies, também encerram os materiais genéticos que podem ser
perfeitamente usados em programas relacionados, principalmente no atual estagio
de conhecimentos sobre o uso de ferramentas biotecnoldgicas. Ao nivel mundial os
herbarios encerram mais de 2 bilhdes de excicatas; no Brasil os mais de 115 herbérios
ativos conservam um apreciavel acervo de mais de 4 milhdes de espécimes vegetais.

No sentido de fortalecer o processo de conservacdo e uso de recursos
fitogenéticos na América Latina e Caribe, o Instituto Interamericano de Cooperacéo
para a Agricultura (IICA) coordena cinco Redes assim distribuidas:
PROCITROPICOS/TROPIGEN, PROCISUR/SUBPROGRAMA DE
RECURSOS GENETICOS, PROCIANDINO/REDARFIT, MESOAMERICA/
REMERFI e CARIBE/CAPGERNEt, sendo que o Brasil participa das redes ligadas
a0 PROCITROPICOS e PROCISUR. Além disso, esta organizada na Amazonia
brasileira a “Rede de Conservacdo e Uso de Recursos Genéticos Amazonicos —
GENAMAZ”, sob a coordenagdo da Superintendéncia do Desenvolvimento da
Amazbnia (SUDAM), com prioridades para plantas medicinais, fruteiras e
microrganismos, congregando um numero superior a 20 instituiges.

5. TIPOS DE CONSERVACAO EX SITU

A pratica da conservacdo de germoplasma vegetal ex situ teve sua fase
embriondria ha cerca de 10 mil anos, quando o homem pela primeira vez guardava
sementes que lhe garantiriam uma nova safra, isto é, a pratica da conservacdo ex situ
coincide com a domesticagdo das espécies e 0 inicio da agricultura propriamente dita.
Desde entdo, ano ap0ds ano, sementes e drgdos vegetativos tém sido cuidadosamente
conservados a cada final de safra. No entanto, no principio esta conservagdo era um ato
instintivo de sobrevivéncia e durante milhares de anos ndo houve o cuidado de separar
sementes e propagulos que bem representassem as plantas matrizes; eram até mesmo
separados aqueles que por sua aparéncia nao tinham valor. Numa fase mais recente,
somente 0s representantes mais vigorosos por ocasido da colheita eram escolhidos para
o préximo plantio. Esta sequéncia seletiva foi que propiciou o surgimento dos recursos
genéticos que serviram de base & agricultura de nossos dias.

A conservacao de germoplasma hoje tem seus principios bem definidos gracas
a iniciativa da FAO que na década de 70, com o apoio de cientistas do mundo todo,
definiu regras e prioridades para a conservacdo de germoplasma. Na época surgiram
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em varios paises 0s primeiros centros de conservagdo de germoplasma. O governo
brasileiro, sensibilizado com a causa, em 1974, criou em Brasilia o Cenargen, um
centro de pesquisa com a missdo de pesquisar, conservar e promover a utilizacdo dos
recursos genéticos de importancia para o pais.

A conservacdo ex situ de germoplasma pode ser definida como aquela em que
0 germoplasma é conservado fora de seu ambiente natural, por estar sofrendo pressdes
gue podem leva-lo a extingdo ou para estar mais facilmente disponivel. Na medida
do possivel esta conservacgdo ¢ feita sob condi¢es de armazenamento que propiciem
0 aumento do periodo de sobrevivéncia e garantam a estabilidade genética do material
conservado.

A necessidade da conservagdo ex situ geralmente é motivada pela acao
antropica. O fator mais ameacador a conservacao da diversidade das espécies cultivadas
¢ a introducéo de cultivares novas, geralmente de alta produtividade, em substituicéo
as variedades tradicionais, as quais sdo importantes fontes de genes pelo elevado
poder adaptativo que apresentam para os diversos fatores de estresses ambientais,
bidticos e abioticos, existentes nos locais onde eram cultivadas. Outro fator importante
¢ a destruicéo do habitat natural, como o que tem ocorrido com as florestas tropicais,
cerrado, mangues e outros biomas hoje em processo de degradacdo, onde ocorrem
espécies de uso atual (via extrativismo) e potencial, além de parentes silvestres de
espécies cultivadas. Este processo de perda da variabilidade é conhecido como erosao
genética. Além dos fatores ja citados, varios outros podem levar a erosdo genética,
como pode ser observado na Tabela 4, publicada originalmente em relatério da
Comissdo de Recursos Genéticos para Alimentacdo e Agricultura (FAO, 1998).

As primeiras colecdes ex situ foram desenvolvidas nos jardins boténicos, e no
caso da Europa estas datam da Idade Média. Poucos sobreviventes existem daquela
época em que os exploradores europeus coletavam espécimes em terras recém-
conquistadas e levavam para suas colecdes de plantas exoticas. Deve-se ressaltar que
o valor de tais colecGes ¢ mais historico que cientifico, pois inicialmente nao visavam

TABELA 4. Principais causas da erosdo genética segundo relatério da FAO (1998).

Causas Numero de Paises
Expansdo da fronteira agricola* 61
Presséo populacional** 46
Degradacdo do ambiente 33
Politicas governamentais 22
Pragas / Plantas daninhas / Doengas 9
Conflitos civis 6
Extrativismo desenfreado das espécies 52
Redugdo no tempo de pousio*** 6
Pastoreio excessivo 32
Substitui¢do de variedades locais 81
Mudanga do sistema agricola >8

* Incluindo desmatamento e queimadas.
** Incluindo urbanizagéo.
*** Citado cm casos dc agricultura itinerante.
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aconservacdo genética, mas sim colecGes de individuos que representassem um pouco
da flora exotica de regides recém-descobertas. Atualmente 698 dos 1.700 jardins
bot&nicos do mundo praticam a conservacdo exsitu de germoplasma, desempenhando
papel importante, especialmente na conservacdo de coleces de plantas de pouco
interesse agrondmico atual, envolvendo espécies de uso medicinal, ornamental,
florestal e parentes silvestres de plantas cultivadas, além de germoplasma de interesse
local (Heywood, 1990; 1993; FAO, 1998).

A conservacdo exsitu pode ser usada tanto para espécies cultivadas como para
silvestres e pode ser feita das maneiras ja referidas, as quais dependem em primeira
instancia de caracteristicas reprodutivas especificas do germoplasma que se deseja
conservar. Outros fatores também importantes sdo os objetivos da cole¢do, como o
tempo que se pretende conservar e disponibilidade de recursos fisicos e financeiros.
Hoje se somam no mundo cerca de 6 milhdes de acessos sendo conservados ex situ na
forma de sementes desidratadas, embrides e meristemas criopreservados, plantulas in
vitro e plantas inteiras em cole¢des de campo (FAO, 1998). No Brasil a estimativa é
de 200 mil acessos de germoplasma vegetal, sendo conservados a médio ou longo
prazo, distribuidos por todo o territério nacional, especialmente em centros da
Embrapa, universidades e institutos de pesquisa.

Com relacdo aos objetivos, uma colecdo pode ser usada para conservar o
germoplasma a longo ou a médio prazo, para distribuicdo e pesquisa, em colegdes de
base e ativa. Recomenda-se que as colec¢des ativas tenham, sempre que possivel, uma
duplicacdo conservada a longo prazo, pois estdo sujeitas a perdas por ataques de
pragas, doencas, fatores edafoclimaticos, roubo e perdas de identificagdo.

Basicamente existem trés formas de conservacdo ex situ, que dependem de
caracteristicas reprodutivas do germoplasma que se quer conservar:

a) conservacdo de sementes, indicada para conservar espécies que produzem sementes
ortodoxas e sdo propagadas sexualmente;

b) conservacdo zm vitro, para plantas de propagacéo vegetativa e/ou que produzem
sementes recalcitrantes ou intermediarias;

C) conservagdo no campo, para espécies produtoras de sementes recalcitrantes ou
intermedidrias, de propagacdo vegetativa ou perenes.

A conservacdo de sementes é a forma mais comum de conservagdo de
germoplasma vegetal, ndo s6 por sua simplicidade e eficacia, mas especialmente porque
a maioria das espécies usadas na agricultura moderna produz sementes que na sua
maturacdo podem ter o conteldo de agua reduzido até 4% a 6% e desta forma se
conservam por longos periodos em baixas temperaturas; tais sementes sdo chamadas
ortodoxas. A temperatura mais indicada na conservacao a longo prazo de sementes
ortodoxas varia de -18°C a -20°C (Hanson, 1985; Faiad et al, 1998). Testes de
germinacdo sdo realizados para determinar o poder germinativo (PG) inicial das
amostras, o qual deve estar acima de 85% para a maioria das espécies. Mesmo em
condigBes ideais de armazenamento, as sementes podem sofrer uma reducdo no PG
ao longo do tempo, portanto deve ser realizado um monitoramento periodico do
germoplasma ao longo dos anos. Quando esta redu¢do se aproxima de 85% do PG
inicial, o acesso deve ser regenerado, pois a perda da viabilidade das sementes pode
levar a uma erosdo genética no proprio banco de germoplasma.
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Estima-se que entre 2 a 3 milhdes dos 6 milhdes acessos do germoplasma
vegetal conservados ex situ, estejam sendo mantidos em Cole¢6es de Base na forma
de sementes ortodoxas. E importante lembrar que este total inclui duplicagbes, tanto
entre colecbes como dentro das mesmas, reduzindo este ndmero para cerca de 2
milh&es de acessos Unicos (FAO, 1998). Nédo € conhecido ao certo qual o niimero de
duplicacBes de acessos existente nas colecbes de germoplasma. No entanto, duplicacdes
propositais das cole¢bes sdo de grande importancia na conservagdo ex situ, pois
proporcionam maior seguranga contra riscos que possam levar a erosdo genética.
Quanto mais riscos apresenta a forma de conservacdo, maior necessidade de
duplicacbes da colecdo. Colecdes inteiras ou partes delas devem ser conservadas em
outro local no préprio pais ou mesmo em outro. O mais importante é que haja infra-
estrutura adequada. Um exemplo é a colecdo mundial de batata {Solanum tuberosum)
gue tem uma parte duplicada in vitro na Alemanha e outra no Equador, enquanto a
colegdo completa é mantida no Peru que é o centro de origem e domesticacdo da
espécie; na forma de sementes em camaras e clones zra vitro a 6°C em Lima e em
Huancayo no campo, onde é replantada anualmente.

No Brasil, sementes de cerca de 400 espécies de forrageiras, cereais, olericolas,
florestais, oleaginosas, fibrosas, corantes, especiarias, medicinais e outras vém sendo
conservadas a longo prazo em camaras a -20°C, em Brasilia, na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), totalizando aproximadamente 76.000 acessos
de germoplasma semente.

A conservacao a médio prazo de sementes ortodoxas é feita preferencialmente
em temperaturas baixas, ndo sendo, necessariamente, abaixo de zero. Mesmo quando
conservadas em camaras com temperatura reduzida (5°C), devem ser monitoradas
periodicamente, sendo regeneradas sempre que o PG baixar, evitando a deterioracao
do acesso.

A conservagao in vitro é indicada para espécies com sementes recalcitrantes,
tais como as da seringueira {Hevea spp.) e do cacau {Theobroma cacao) que perdem a
viabilidade rapidamente e ndo suportam desidratagdo e/ou conservagdo em
temperaturas subzero; espécies de propagacdo vegetativa, como a banana {Musa spp.)
e 0 morango {Fragaria sp.) e mesmo para as espécies que apesar de produzirem sementes
ortodoxas, sdo propagadas tradicionalmente por via vegetativa (clonagem) para que
mantenham caracteristicas desejaveis que poderiam desaparecer com a segregacdo na
propagacéo via semente sexual, como a mandioca {Manihotesculenta), batata {Solanum
tuberosum) e batata-doce {Ipomoea batatas).

Levando-se em consideragdo a estabilidade genética, os explantes mais
indicados na conservacao in vitro sdo meristemas ou apices e embrides zigéticos ou
sementes inteiras no caso destas serem de tamanho bastante reduzido como as de
orquideas (CLAT, 1986; Scowcroft, 1984). Os acessos sdo conservados de forma
asséptica em recipientes herméticos apropriados, sob cultivo em meio nutritivo, em
condicdes que reduzam o crescimento, possibilitando o maximo de intervalo sem
gue haja necessidade de subcultivos em meios nutritivos recém-preparados.

Algumas técnicas tém sido desenvolvidas para que esta reducdo de tempo
entre subcultivos das colecBes in vitro aconteca: alteragdo do meio nutritivo pela
omissdo ou reducao de fatores essenciais ao crescimento das plantulas e pela introducéo
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de retardantes de crescimento como acido abscisico, manitol, sorbitol ou alteracdo
fisica do ambiente como reducéo de temperatura, diminuicao da intensidade luminosa,
redugdo no suprimento de oxigénio pela submersdo em 6leo mineral, silicone liquido
ou meio de cultura liquido (Goes, 1993; Mendes & Goes, 1996; Ashmore, 1997;
Engelmann, 1997). O uso de duas ou mais técnicas integradas também tem dado
bons resultados.

A conservacdo in vitro sob cultivo minimo é considerada como Colegéo Ativa
por conservar o germoplasma em desenvolvimento (IBPGRI, 1986). Sendo a forma
rotineira de conservacdo deste tipo de germoplasma, ¢ amplamente usada em todo o
mundo desde meados da década de 70. Segundo o relatério da FAO (1998), mais de
mil espécies vém sendo conservadas sob crescimento minimo nos Gltimos 15 anos,
porém esta ndo é a maneira ideal de conservacdo pelo fato de ser necessario um
grande namero de subcultivos ao longo do periodo de conservacdo, expondo o
germoplasma a riscos de selecdo, contaminacdo, perda de identificagdo e perda da
estabilidade genética, além do fato de ser uma técnica dispendiosa tanto na instalacao
como manutencdo, pois requer equipamentos e mdo-de-obra especializada e demanda
grande consumo de energia elétrica. Estima-se que apenas 38 mil acessos sdo
conservados in vitro em todo o mundo (FAO, 1998).

Uma colecéo de germoplasma conservada em nitrogénio liquido é considerada
como Colegdo de Base, pois nestas condicdes as atividades metabdlicas e divisdes
celulares do explante sdo reduzidas a zero, mantendo-o teoricamente por periodo
indefinido, sem que seja necessaria manipulagdo do mesmo e garantindo a estabilidade
genética e a seguranca do germoplasma. A criopreservagdo em nitrogénio liquido é a
forma ideal de conservacao de germoplasma de espécies que nao produzem sementes
ortodoxas. Hoje mais de 80 espécies jA foram congeladas com algum sucesso em
nitrogénio liquido (-196°C) ou vapor (entre -154°C e -196°C). Apesar dos resultados
de pesquisa, apenas Rubus spp., Pyrus spp., Solamim tuberosum e Elaeis spp. tém uma
rotina de criopreservacdo ja definida.

O custo desse tipo de conservacdo € menor que o0 da conservagdo sob
crescimento minimo, pois, apesar de usar 0s mesmos equipamentos da cultura de
tecidos para a manipulacdo do explante antes do congelamento e na regeneracdo da
planta apds a conservacgao, dispensa o0 uso de energia elétrica e os subcultivos que sao
bastante dispendiosos ao longo dos anos. Uma vez determinada a rotina, o custo da
criopreservacdo depende basicamente do suprimento de nitrogénio liquido para a
manutencdo do nivel dos botijdes. No caso de sementes recalcitrantes é ainda mais
barato, pois estas ndo requerem o uso de equipamentos para cultivo. Stanwood et al.
(1986) relataram que o custo médio da conservagdo convencional de uma amostra
de sementes de cebola por um periodo acima de 100 anos é estimado em US$1,65/
ano e pode ser reduzido para US$0,42/ano usando técnicas de criopreservagdo. A
técnica é recomendada também para sementes ortodoxas, tornando a conservagao
mais segura e menos dispendiosa.

Ainda ndo existe uma rotina generalizada de criopreservacéo de germoplasma,
pois poucos sdo os materiais biolégicos que suportam temperaturas abaixo de zero
em seu estado natural, sendo necessaria a adi¢do de produtos quimicos de acgéo
crioprotetora ou um condicionamento prévio que proporcione maior resisténcia ao
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explante (Goes & Mendes, 1996). Pesquisas em criopreservacdo vém sendo feitas em
todo o mundo, sendo que na dltima década foram desenvolvidos protocolos cuja aplicagdo
tém sido testada com sucesso para um grande nimero de espécies. A vitrificacdo é uma
destas técnicas e consiste em usar uma solucéo crioprotetora altamente concentrada de
compostos osmoticamente ativos, como o PVS2, que tem sido a mais usada atualmente
e contém 30% de DMSO, 15% de glicerol e 15% de etileno glicol (Towill & Jarret,
1992); tal solugdo impede que haja cristalizagdo da dgua no congelamento, ocorrendo
uma vitrificagdo, evitando assim a ruptura de membrana pelos cristais. Os maiores
problemas desta técnica sdo o alto grau de toxidez das solucdes crioprotetoras e a
possibilidade de ocorrer recristalizacdo durante o descongelamento, o que causa injurias
no explante.

Outra técnica, que tem sido aplicada com sucesso para varias espécies, é a
encapsulacdo e desidratacdo, onde o explante é encapsulado como nas sementes
sintéticas (artificiais), em meio de cultura contendo Alginato de S6dio. Estas capsulas
sdo desidratadas em camara de fluxo laminar ou dessecador antes do congelamento
ou através do crescimento prévio em meios adicionados de compostos de efeito
osmaotico como acucares e polidis.

A regeneracdo do explante é um dos pontos dos mais cruciais no sucesso da
criopreservacdo, independente da técnica usada no congelamento. Com excegéo das
sementes as quais geralmente dispensam crioprotetores e técnicas especiais de
regeneracao, a criopreservagdo depende da cultura de tecidos, e portanto, s6 pode ser
praticada quando se disp8e de laboratoério adequado. A criopreservacdo tende a se
tornar cada vez mais frequente na conservacdo dos recursos genéticos vegetais,
entretanto esta alternativa ndo substitui as metodologias ex situ convencionais
(Engelmann, 1999).

Colecbes de campo sdo usadas na conservacdo de espécies de propagacgao
vegetativa, espécies que produzem sementes recalcitrantes e espécies arboreas, além
daquelas que produzem quantidades reduzidas de sementes como as forrageiras. S&o
indicadas preferencialmente na conservacdo de espécies perenes, pois cole¢bes de
campo de plantas anuais podem ser mais caras, especialmente em paises com menor
disponibilidade de terras de uso agricola e de invernos rigorosos; além do que os
riscos de perda sdo maiores no campo. As colecdes de campo devem ser localizadas
em areas geograficae ambientalmente semelhantes aquelas de origem do germoplasma,
no caso de colecGes de espécies de grande abrangéncia territorial, envolvendo varios
ecossistemas, recomendando-se que sejam feitas cole¢Ges regionais, como é feito com
a mandioca (Manihot esculenta) no Brasil, que tem quatro cole¢es regionais, na
Amazodnia, Bahia, Brasilia e Santa Catarina, garantindo a boa sobrevivéncia do
germoplasma sem impor pressfes além daquelas naturais.

Colegdes de campo geralmente sdo duplicatas de colecdes in vitro, usadas na
caracterizacdo e avaliacdo. Estima-se que cerca de 527 mil acessos de germoplasma
sdo conservados em colecBes de campo hoje no mundo.

Colecdes de trabalho tanto podem ser mantidas em campo como em cdmaras.
Elas contém geralmente espécies e acessos de interesse do melhorista e devem estar
caracterizadas e avaliadas para que possam ser incluidas em programas de
melhoramento.
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Colecdes dinamicas sdo um tipo especial de colecdo de campo em que varias
espécies silvestres, parentes de uma espécie cultivada, sdo conservadas em uma sd
area, ndo so assegurando sua sobrevivéncia mas especialmente possibilitando sua co-
evolucao ao lado de outras espécies do mesmo género, facilitando estudos filogenéticos
e 0 controle da producdo de sementes (Second et al., 1997; Second, 1998).

Muitas sdo as vantagens da conservacdo exsitu, com destaque para as seguintes:
mantém o material em um espago pequeno sob cuidado intensivo facilitando a
aquisicdo pelos usuarios do sistema, garante a sobrevivéncia de germoplasma que foi
substituido, da grande seguranca ao germoplasma, independe da agdo antropica,
evita erosdo genética e disponibiliza a diversidade maxima do germoplasma. Além
disso, o fato de reunir muitos acessos em um so local, facilita a caracterizagdo/avaliacéo
nas colegbes de campo e nas colegdes in vitro mantém material indexado e livre de
patégenos dispensando a quarentena na sua entrada ou saida do pais ou da regido.
No entanto, dependendo da forma de conservagdo, existem algumas desvantagens
como a interrupcdo da evolugdo quando sdo usadas técnicas que reduzem
drasticamente as atividades vitais do germoplasma por longos periodos; o risco de
instabilidade genética nas colecdes de sementes ortodoxas e in vitro-, 0 alto custo de
algumas técnicas como a regeneracdo no campo de colegdes de sementes ortodoxas
ou aquelas que requerem mao-de-obra especializada; o alto consumo de eletricidade
e equipamentos sofisticados ou 0 uso de grandes areas de campo de boa fertilidade
por longos periodos. Outras desvantagens sdo a deriva genética (perda aleatéria de
genes devido a amostragem ou a multiplicacdo de amostras muito pequenas) e pressao
de selecdo (material geralmente é¢ multiplicado em areas com condicdes edafoclimaticas
distintas do seu local de coleta). De acordo com Esquinas-Alcazar (1993) ambos os
fendmenos, deriva genética e pressdo de selecdo, produzem uma erosao genética
cumulativa, a qual pode em certos casos exceder a erosao genética verificada atualmente
no préprio ambiente.

Com o avanco das técnicas do DNA recombinante as barreiras entre as espécies
estdo sendo quebradas e a possibilidade de transferéncia de genes tem despertado
muito interesse nos pesquisadores. Desta forma, é possivel pensar em bibliotecas de
DNA, as quais conservariam genes de interesse para os programas de melhoramento
(Ford-Lloyd & Jackson, 1986; Peacock, 1989; Rao & Riley, 1994; Adams, 1997).
Uma grande vantagem na conservacdo de DNA é a facilidade com que este material
pode ser mantido por tempo indeterminado, sem sofisticagdo nenhuma e com total
garantia da estabilidade.

Hawtin et al. (1996) apontaram diversas questdes que precisam ser melhor
compreendidas na conservagdo ex situ: a) melhor entendimento da relacdo entre
umidade da semente e longevidade, especialmente em niveis de umidade da semente
muito reduzidos; b) desenvolver métodos de secagem de sementes de menor custo;
c) definir melhor os protocolos para crescimento minimo de tecidos in vitro e para
tecidos criopreservados de uma ampla gama de espécies e genotipos; d) desenvolver
e aprimorar técnicas de manejo para bancos de germoplasma de campo.

A conservacéo ex situ tem sido recomendada como duplicacdo de colecfes in
situ, trazendo maior seguranca especialmente em areas com riscos da acdo antrépica
e de catastrofes como vulcdes, terremotos e furaces.
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6. UTILIZACAO DO CERMOPLASMA CONSERVADO

De maneira geral, o nivel de utilizacdo do germoplasma conservado ao nivel
mundial ainda é bastante baixo, ndo chegando a 5%. Isso faz com que consistentes
acdes e esforcos sejam desenvolvidos no sentido de estimular o uso dos acessos
estocados, pois apesar da preciosidade genotipica do material conservado é bastante
alto o custo operacional de manté-lo sem a devida utilizagdo. Os principais usuarios
do germoplasma com grande dimenséo de variabilidade genética sdo os melhoristas,
gue no entanto preferem usar as suas proprias cole¢des de trabalho, ou de outros
especialistas (Nass et al.,, 1993), muitas das vezes com reduzida variabilidade,
desconhecendo as outras modalidades de bancos e cole¢des de germoplasma que
geralmente tém amplas condi¢cdes de proporcionar bons ganhos genéticos aos
programas e cultivares modernas.

No entanto, para a conducdo ao incremento do uso do germoplasma
conservado tém-se notado a enorme necessidade de serem incentivadas e desenvolvidas
em maior escala as atividades de caracterizacdo, avaliacdo, documentacéo e informagéo,
bem como a producéo e disponibilidade de amostras de modo a atender de imediato
as necessidades dos programas, especialmente de melhoramento genético. De fato,
conforme salientou Vilela-Morales (1999) os niveis de utilizagdo de germoplasma
em programas de melhoramento genético somente deverdo aumentar, se além das
informacdes de passaporte e outras de controle burocratico, o material genético
disponibilizado apresentar niveis expressivos de informagfes genéticas e utilitarias,
relacionadas com adaptacdo ambiental, potencial genético, conhecimento
etnobiolégico, potencial industrial e potencial socioeconémico.

Para serem utilizadas pelos melhoristas as fontes de diversidade genética devem
incluir alelos Uteis ndo presentes nas populacdes elites. Os programas de melhoramento
das culturas de maior importancia econdmica incluem apenas uma pequena
porcentagem do germoplasma disponivel para cada espécie (Brown, 1983). No caso
do milho, por exemplo, a espécie vegetal melhor estudada geneticamente, das cerca
de 300 ragas conhecidas no Hemisfério Ocidental apenas 5% ja foram devidamente
exploradas pelo melhoramento (Goodman, 1990).

Dentre as inmeras razdes para 0 uso limitado do germoplasma disponivel
nos bancos, a falta de dados de avaliacdo parece ser um dos mais criticos. Nesse
particular, os programas de pré-melhoramento (pre-breedingj assumem um papel
estratégico, atuando como elo de ligacdo entre os recursos genéticos e 0 melhoramento
de plantas (Nass, 1999; Nass & Paterniani, 2000). Até esses acessos serem avaliados
per se e em cruzamentos eles continuaréo de limitado valor para os melhoristas.

O screening de cole¢cdes muito grandes para caracteristicas especificas pode
ser muito caro e lento. Nesse sentido o estabelecimento de cole¢des nucleares (core
collections) tem sido sugerido para facilitar o uso dos recursos genéticos vegetais (Brown,
1989; Hodgkin et al., 1995).Caracteres adaptativos especificos podem auxiliar na
estratificacdo dessas cole¢cbes (Hawtin etal., 1996).

O melhoramento de plantas depende basicamente de quatro fontes principais
de diversidade: parentes silvestres, mutacdes, racas locais e cultivares modernas. Dessas
opcOes, a variabilidade menos explorada até 0 momento ¢ a existente entre as racas
locais (Hawtin et al.,, 1996). Analises envolvendo isoenzimas e dados moleculares
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evidenciam que as ragas locais e os parentes silvestres das plantas cultivadas sdo os
principais portadores de reservas de diversidade genética entre os gene pools (Miller
&Tanksley, 1990).

O germoplasma caracterizado e avaliado para caracteristicas de interesse torna-
se atrativo para os melhoristas na busca por novas combinacgdes genotipicas. Nesse
contexto, a avaliacdo, a documentacdo e os programas de pré-melhoramento sdo
fundamentais para aumentar a utilizacdo do germoplasma ndo melhorado (Chang,
1992). Caso o0s bancos de germoplasma ndo consigam manter seus acessos
caracterizados, avaliados e com valor agregado oferecido pelo potencial de uso,
certamente sua conservagdo despertard pouco interesse entre os melhoristas e, mais
grave ainda, ndo sensibilizando os executivos que controlam os orgcamentos destinados
a pesquisa, quanto a importancia dos recursos genéticos vegetais. Nos paises em
desenvolvimento este fato € comumente observado, pois 0s recursos genéticos
continuam a constituir atividades estratégicas, mas com respaldo de segunda categoria
(Vilela-Morales, 1999).

Cooper etal. (1998) enfatizaram que o Plano Global de Ao para Recursos
Genéticos coordenado pela FAO tem por objetivo fortalecer a ligacdo entre
conservacdo e utilizacdo, disponibilizando melhor a informacdo, manejando mais
eficientemente os acessos disponiveis, priorizando um contato mais estreito entre
conservacionistas e melhoristas, principalmente via programas nacionais de recursos
genéticos vegetais e também por maiores investimentos em programas de pré-
melhoramento.

As tendéncias atuais de incentivo e de imprimir velocidade na criagdo de
novas cultivares respaldado pelas leis de propriedade intelectual e pela relativa curta
vida Util dos gendtipos considerados elites, vao conduzir a que os melhoristas voltem
as suas atencdes, acles e esforcos para o uso dos bancos de germoplasma em maior
escala, até mesmo com o bom proveito das modernas tecnologias disponiveis de
manejo do germoplasma conservado, visando a consistente disponibilizacdo das
informacdes e amostras para pronta utilizacdo. Para isso € primordial a integracgéo e
complementagdo de atividades, o fortalecimento das rotinas quanto ao correto
manuseio dos acessos, além do direcionamento das acdes e esforcos de pesquisa e
validacéo para instruir e proporcionar a real utilizacdo do germoplasma conservado.
A formacéo de colegdes nucleares, bem como o desenvolvimento de programas de
pré-melhoramento sdo ac¢des decisivas para a obtencéo de bons ganhos genéticos em
menor espaco de tempo e com menor custo operacional, principalmente diante da
variabilidade genética disponivel e das modernas tecnologias alternativas.
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