
18      Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento

PESQUISA

Tecnologias in vitro aplicadas à conservação de recursos genéticos vegetais
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ermoplasma representa o
conjunto de materiais
hereditários de uma es-
pécie. Segundo Towill
(2000), este conceito pode

ser restrito ao conjunto de genótipos
disponíveis para melhoramento de
uma espécie cultivada. A diversidade
contida em um germoplasma deve
ser protegida de eventuais perdas
para garantir a sua utilização, e tem
sido coletada nos centros de origem
das culturas, isto é, nos locais onde se
deram início os cultivos daquela es-
pécie, ou nas regiões onde se desen-
volveram raças locais, para as quais
houve migração da cultura.

A conservação de recursos gené-
ticos implica na manutenção de cole-
ções in situ, ou seja, nos seus locais
de ocorrência, ou ex situ. Nesse caso,
podem ser mantidos indivíduos, se-
mentes, embriões ou outras estrutu-
ras vegetais, sob diferentes condi-
ções, dependendo do material utili-
zado: no campo ou em casas de
vegetação, em câmaras secas sob
baixa temperatura, em meio de cultu-
ra com baixa concentração salina
(conservação in vitro) ou criopreser-
vadas.

As coleções de germoplasma têm
sido mantidas em instituições diver-
sas que têm por responsabilidade (I)
garantir a sua diversidade genética
(seja pela iniciativa de coletar perio-
dicamente recursos genéticos, seja
por favorecer o intercâmbio com
outros bancos de germoplasma), (II)
multiplicá-las, (III) distribuí-las aos
usuários e (IV) promover a sua carac-
terização por diferentes metodologi-
as. Essas coleções são ditas ativas.

Uma segunda forma de conservação
é aquela que  propõe manter as
coleções por períodos longos, sem
que se utilize delas para estudo,
cessão, intercâmbio, etc. O modo
mais usual para se manter uma cole-
ção por prazos mais longos é por
criopreservação, isto é, sob tempera-
tura ultra-reduzida. Neste caso, são
denominadas de Coleções de Base.

A maioria das sementes tolerantes
à desidratação (ou dessecação) so-
brevive a tratamentos criogênicos,
isto é, a temperaturas abaixo de 130°C.
Nesse estado, muitas das reações
celulares que levam à deterioração
são minimizadas e se obtêm longevi-
dade extremamente alta, isto é, por
dezenas de anos. Na prática, devido
ao seu custo relativamente baixo,
utiliza-se nitrogênio líquido (LN, -
196°C) ou o seu vapor (-150 a -180°C)
para a conservação dessas sementes.

Sementes sensíveis à dessecação,
ditas recalcitrantes, são comuns em
espécies aquáticas, plantas de se-
mentes grandes, certas espécies tro-
picais e algumas arbóreas nativas de
áreas temperadas. O coco, o cacau, a
manga e a seringueira são alguns
exemplos de plantas com sementes
recalcitrantes. Sob baixa temperatura
e relativa umidade, sua viabilidade
pode se manter por poucas semanas
ou até por alguns meses, o que
representa muito pouco em termos
de conservação. Usualmente, essas
espécies são conservadas ex situ, isto
é, a campo, o que é extremamente
caro e laborioso. Da mesma maneira,
populações com elevada heterozigo-
sidade (I), coleções de plantas com
períodos juvenis muito longos (II),

ou cujas sementes são produzidas em
pouca quantidade (III), com viabili-
dade reduzida (IV) ou quando esta se
mantém por pouco tempo (V), são
mantidas vegetativamente, a campo
ou em casa de vegetação.

As tecnologias, ditas in vitro, re-
presentam estratégias importantes
para a conservação de plantas com
sementes recalcitrantes, de viabilida-
de baixa ou em número reduzido:
culturas de embriões zigóticos e ei-
xos embrionários isolados, derivados
de sementes maduras, normalmente
sobrevivem à dessecação parcial e ao
congelamento, da mesma forma que
ápices caulinares e gemas podem ser
criopreservadas. Em certos casos,
especialmente em espécies cujos ci-
clos de florescimento ocorrem muito
distanciadamente ou em períodos
efêmeros, usa-se criopreservar os
grãos de pólen, os quais podem ser,
posteriormente, utilizados em cruza-
mentos controlados.

Os sistemas in vitro não eliminam
a importância de se manter clones in
vivo. São coleções que se comple-
mentam e ambas podem se constituir
em bancos ativos. Entretanto, é dis-
pendioso manter essas coleções, prin-
cipalmente em locais distintos.

A criopreservação é uma técnica
que permite manter o germoplasma
por vários anos (long term storage)
sob temperatura ultra-reduzida, em
geral, -196°C. Nessa temperatura, a
movimentação de moléculas é super
reduzida e não há fase líquida na
célula. Os riscos de perda do material
biológico são menores e os custos
mais baixos em relação aos da con-
servação in vitro. Podem ser criopre-
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servados ápices e gemas, embriões
somáticos e zigóticos, células em sus-
pensão e até protoplastos, ou seja,
células desprovidas da parede celular.
A priori, é preciso otimizar protocolos
visando garantir a regeneração de plan-
tas inteiras a partir das estruturas crio-
preservadas.

Todos os procedimentos de crio-
preservação têm uma etapa em co-
mum, que é a de preparar a estrutura
vegetal a ser conservada para a imer-
são em LN. É uma etapa de desidrata-
ção para evitar a formação de cristais
de gelo no interior da célula, o que é
fatal. A desidratação pode ser induzida
por cristalização do meio externo du-
rante uma fase lenta de resfriamento
até atingir - 30 a - 40° C. Transferindo-
se rapidamente o material vegetal para
o LN, obtém-se a vitrificação da célula,
isto é, os componentes celulares soli-
dificam, formando um vidro, sem ha-
ver formação de gelo.

Outra alternativa, é submeter o
material a agentes crioprotetores, à
base de DMSO, glicerol, sacarose, eti-
leno glicol etc. Primeiramente, se uti-
lizam soluções com baixas concentra-
ções para que haja entrada dos compo-
nentes permeáveis na célula e, em
seguida, soluções concentradas de cri-
oprotetores para promover a vitrifica-
ção, para então, transferir os frascos
para o nitrogênio líquido.

Em algumas situações, a imersão
em LN pode ser direta, desde que os
ápices caulinares sejam pré-tratados
em solução osmótica de concentração
moderada, uma vez que a desidrata-
ção é necessária antes de haver a
vitrificação.

É possível também criopreservar
ápices, embriões somáticos encapsu-
lados em alginato de sódio (3 a 5 mm).
Essa técnica é conhecida por encapsu-
lação. As cápsulas são mantidas em
meio de cultura contendo 0,5 a 0,7 M
de sacarose sob agitação, overnight
(etapa de desidratação), sendo, então,
lavadas e colocadas em ampolas que
serão mantidas em LN. Trata-se de uma
variação da vitrificação utilizando-se
encapsulação em alginato, cultivo em
sacarose, desidratação sob fluxo de ar,
seguindo-se o congelamento rápido.
Há registros de coleções de batata,
uva, cravo e pera, usando-se brotos
encapsulados (Towill, 2000).

Um parâmetro importante deve
ser definido para cada procedimento:
é o storage time. É o tempo que um
material pode ser conservado de tal
forma que, quando avaliado, mostre
pelo menos 60 % de sobrevivência
(Van den Houve et al., 1995). Só
podem ser recomendados protoco-
los nos quais a sobrevivência tiver
sido avaliada e registrada.

Na tabela 1, são apresentadas as
etapas para se criopreservar e recu-
perar ápices caulinares, as quais po-
dem ser utilizadas em sala de aula, a
título de exercício. Toda a manipula-
ção deve ser feita em câmara de fluxo
laminar usando soluções, vidrarias e
instrumentos previamente esteriliza-
dos, com exceção da etapa de conge-
lamento, que pode ser feita na banca-
da do laboratório. A solução PVS2
(Sakai et al., 1991) contém glicerol,
DMSO e etileno glicol e deve ser
preparada em meio aquoso conten-
do sais e vitaminas de MS (Murashige
& Skoog, 1962) e 0,4 M de sacarose.
Essa solução deve ser filtro-esteriliza-
da. A solução contendo 2 M de glice-
rol + 0,4 M de sacarose (Matsumoto et
al., 1994) deve ser diluída em meio
MS e autoclavada. O meio de diluição
(ou de cultivo), usado para remover
a solução de vitrificação, contém sais
e vitaminas de MS + 1,2 M de sacarose
+ 100 mgL-1 de mio-inositol (pH 5,7).
As repetições (tubos) devem conter 4
ápices.

Manutenção das coleções
em meio de cultura

Outra alternativa de conservação

Figura 1. Clones da Coleção de espécies exóticas de Passiflora,
mantida in vitro no Departamento de Genética da ESALQ/USP:

P. edulis f. flavicarpa (A), P. amethystina (B) e P. cincinnata (C).

in vitro de germoplasmas é aquela
em que as coleções são introduzidas
em laboratório, a partir de diferentes
estruturas da planta (explantes) e
mantidas sob condições assépticas.
Essas coleções podem ser estabeleci-
das a partir da germinação de semen-
tes in vitro ou por cultura de ápices
caulinares ou gemas, sob temperatu-
ra de 25 a 28°C. Esse procedimento é
pouco prático e laborioso pois exige
subculturas mensais, só se prestando,
portanto, para pequenas coleções.
Normalmente o que se faz é baixar a
temperatura da sala para 15 até 20°C,
de tal maneira a obter crescimento
mínimo in vitro  e reduzir as trocas de
meio de cultura para uma ao ano.
Dessa forma, por exemplo, são con-
servados cerca de 1.600 acessos de
mandioca na Embrapa Mandioca e
Fruticultura, em Cruz das Almas, na
Bahia. Por outro lado, esse método
tem a vantagem de garantir maior
segurança aos procedimentos de in-
tercâmbio de germoplasma, uma vez
que o material vegetal é introduzido,
mantido e transportado sob condi-
ções assépticas, isto é, dentro do
frasco de cultura.

Em certos casos, a manutenção da
coleção em meio de cultura requer a
adição de fitorreguladores que po-
dem, eventualmente, provocar alte-
rações genéticas. A própria condição
in vitro pode ser estressante para a
planta, levando-a a instabilidade ge-
nética. Faz-se necessário, portan-
to, avaliar esses efeitos, periodica-
mente, utilizando metodologias mo-
leculares (marcadores de DNA ou
protêicos) e citogenéticas.



20      Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento

Coleções de germoplasma tropical
têm sido conservadas in vitro ou crio-
preservadas na Embrapa - Cenargen, em
Brasília, Brasil; no CIRAD, em Montpelli-
er, França; no INIBAP, em Leuven, Bél-
gica, e em várias outras instituições no
Japão, na Itália, etc. O Departamento de
Genética da ESALQ/USP dispõe de uma
pequena coleção in vitro de Passiflora
(Figura 1), na qual há cerca de 20
espécies silvestres, acessos comerciais
de maracujá azedo e híbridos somáticos,
obtidos por fusão de protoplastos (Viei-
ra & Dornelas, 1996).

Cabe novamente enfatizar que as
alternativas de conservação in vitro são
extremamente úteis na conservação de
espécies com sementes recalcitrantes ou
grandes, de plantas de propagação ve-
getativa ou de certas arbóreas, na elimi-
nação de patógenos e para facilitar o
transporte de germoplasmas. Consul-
tando o site da FAO, via internet, po-
dem-se encontrar muitas informações
interessantes sobre bancos de germo-
plasma, espécies e acessos disponíveis e
técnicas de conservação. Para informa-
ções sobre aspectos genéticos relativos à
conservação de germoplasma, recomen-
da-se a leitura de Morales et al. (1997).
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INSTRUÇÕES

Separe ápices caulinares com o auxílio de uma lâmina de
bisturi ou agulha hipodérmica; o ápice deve apresentar 1mm e
cerca de 4 primórdios foliares); trabalhe rapidamente para
evitar dessecação; escolha plantas saudáveis para a excisão
dos ápices; como controle, cultive individualmente ápices in
vitro (passo 9).

Incube os brotos em uma placa de petri em meio de cultura
contendo 0,3 M de sacarose durante 1 a 2 dias, à temperatura
ambiente.

Remova o líquido com uma pipeta Pasteur e adicione 2 M de
glicerol + 0,4 M de sacarose, incube por 1 hora, à temperatura
ambiente; remova parte dos brotos, lave (passo 8) e cultive-os
(passo 9) para verificar se o glicerol + sacarose causam injúria.

Remova o glicerol + sacarose do restante dos brotos e
adicione 0,5 mL de solução de vitrificação (PVS2), previamente
resfriada; incube no gelo por 30 min.

Cinco min antes do término da incubação, transfira 5 brotos
para os criotubos de plástico, recobrindo-os com 0,25 mL de
PVS2.

Após 30 min, use 4 repetições para expor ao nitrogênio
líquido e 4 para transferir diretamente ao passo 9.

Cubra os tubos e aqueça-os em banho-maria a 40°C e a 22°C,
deixando-os por 1 min. em cada tratamento.

Remova a água do exterior do tubo com etanol 70%;
imediatamente retire os brotos do tubo com pinça ou pipeta
Pasteur; incube os explantes por 30 min. no meio de diluição.

Remova os brotos do meio de diluição e coloque-os em meio
de sólido em pequenas placas de petri; remova todo o
excesso de líquido ao redor do explante; sele a placa com
parafilme.

Incube a placa no escuro por uma semana e depois para as
condições de luz indicadas àquela espécie; subcultive os
ápices a cada 28 dias.

PASSO

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Tabela 1. Etapas da criopreservação e recuperação de ápices caulinares
(Towill, 2000)


