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S recursos genéticos ve-

getais sa0 um reservato-

rio natural de genes com

potencial de uso para a

producio sustentavel de
géneros essenciais 2 humanidade,
tais como alimentos, fibras e medica-
mentos. Entretanto, essa biodiversi-
dade esta sendo destruida numa ve-
locidade alarmante, devido ao cresci-
mento desorganizado e a exploragio
sem controle dos ecossistemas e de
Seus recursos naturais. A conserva-
¢do in situ e ex situ do germoplasma
de racas locais, cultivares domésticas
e parentes silvestres de espécies agro-
nomicas foi proposta como medida
de prevencio desse processo de ero-
530 genética. Seu principal objetivo €
desenvolver técnicas para conserva-
¢do a longo prazo do germoplasma
de espécies vegetais com a maxima
integridade genética e biolégica pos-
sivel (Bajaj, 1995).

Criopreservagdo de
germoplasma vegetal

A alternativa para a conservagdo a longo prazo

A conservacao de sementes é a
forma mais comum de conservacao
ex situ, ja que a semente € a unidade
de propagac¢io natural para a maioria
das espécies de plantas superiores. A
metodologia convencional de con-
servacao de sementes utilizada em
bancos de germoplasma compreen-
de a desidratacio, para teores de
umidade extremamente baixos (5%),

e armazenamento em camaras a tem-
peraturas abaixo de zero (-18 a -
20°C). As sementes de numerosas
espécies de plantas mantém alta via-
bilidade apds o armazenamento nes-
sas condic¢oes e sao classificadas como
ortodoxas (Roberts, 1973). Entretan-
to, existem sementes muito sensiveis
(recalcitrantes) ou moderadamente
sensiveis (intermediarias) a desidra-

Tabela 1. Lista de algumas espécies de plantas de importincia econdmica

Criopreservadas COm sucesso

Grupo/Espécie

a) Raizes, bulbos e tubérculos
Alho (Allium sativum)

Batata (Solanum spp)
Batata-doce (Jpomea batatas)
Mandioca (Manibot esculenta)
b) Cereais e gramineas

Trigo (Triticum spp)

Milho (Zea mays L.)

Cana-de-acucar (Saccharum officinale)

©) Plantas ornamentais
Cravo (Dianthus spp)
Crisantemo (Chrysanthbemum spp)

Referéncia

Niwata, 1995

Fabre e Dereuddre, 1990
Schneibel-Preikstas et al., 1992
Marin et al., 1990

Bajaj, 1983
Delvallée et al., 1989
Paulet et al., 1993

Dereuddre et al., 1988
Fukai, 1990

d) Frutiferas tropicais e temperadas

Banana (Musa spp)
Citrus (Citrus spp)

Maca (Malus spp)
Morango (Fragaria spp)
Péra (Pirus spp)

Videira (Vitis spp)

e) Leguminosas e oleaginosas
Amendoim (Arachis spp)
Cdco (Cocus nucifera L.)
Grao-de-bico (Cicer spp)
Oliveira (Oliva sp)

Panis et al., 1990

Marin e Duran-Vila, 1988
Stushnoff e Seufferheld, 1995
Yonjie et al., 1997
Dereuddre et al., 1990
Plessis et al., 1993

Runthala et al., 1993
Assy-Bah e Engelmann, 1992
Bajaj, 1995

Gonzales-Rio et al., 1994

f) Estimulantes, medicinais e aromaticas

Café (Coffea arabica )
Cha (Cammelia sinensis)
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Abdelnour et al., 1992
Chaudhury et al., 1991
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Figura 1. Desenho esquematico de um tanque criogénico mostrando o armazenamento de amostras mergulhadas
em nitrogénio liquido a -196°C (A) ou na sua fase de vapor a -150°C (B)

tacio e ao congelamento, que nio
sobrevivem ao armazenamento nes-
sas condicdes (Ellis et al, 1990 e
1991; Roberts, 1973). Este é o caso de
sementes de intimeras espécies de
plantas arboreas e arbustivas de im-
portancia econdmica, nativas de regi-
oes tropicais e sub-tropicais, tais como:
dendé (Elaeis oleifera [Kunth.] Cor-
tes), cdco (Cocos nucifera L.), borra-
cha (Hevea brasiliensis M. Arg.), ca-
cau (Theobroma cacao L.), café (Co-
Jfea spp) e citros (Citrus spp). Exis-
tem ainda espécies que se propagam
exclusivamente por propagacio ve-
getativa (batata-doce, batata-inglesa,
mandioca) ou que ndo produzem
sementes vidveis (banana) para as
quais ndo existe uma metodologia de
conservacao a longo prazo.

Essas espécies sao geralmente
conservadas como colecdes no cam-
po ou em casas de vegetacdo, uma
metodologia eficiente, mas que asse-
gura a manutencio de coleg¢oes por
curto ou médio prazo apenas. A
possibilidade de obter plantas intei-
ras a partir de células isoladas, de
tecidos e de 6rgaos de plantas pelo
uso de técnicas de cultura de tecidos
levou ao estabelecimento dos bancos
de germoplasma in vitro. A conserva-
cao in vitro envolve manutencio de
culturas em crescimento ativo através
de subculturas periédicas de brotos e
segmentos nodais. Numerosas espé-
cies de importancia econdmica, tais
como: café (Coffea arabica L.), mo-
rango (Fragariaspp.), banana (Musa
spp.), mandioca (Manihot esculenta
Crantz.), batata (Solanum spp.), bata-

ta-doce (Jpomea batatas), vinha (Vi-
tis spp.) tém sido conservadas com
sucesso pelo uso dessa metodologia
(Bajaj, 1995). Entretanto, essa técnica
também permite conservar o germo-
plasma vegetal somente por curtos
periodos de tempo (nove a doze
meses) dependendo do procedimen-
to ou da espécie de planta. Em suma,
nenhuma das diferentes metodologi-
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Figura 2. Plantulas obtidas a
partir de eixos embrionarios de
café (A) e de laranja (B)
criopreservados em nitrogénio
liquido usando a técnica de
congelamento rapido

as existentes e em pratica, no mo-
mento, para conservacao do germo-
plasma vegetal permite conservar a
longo prazo espécies que sao vegeta-
tivamente propagadas ou que produ-
zem sementes recalcitrantes ou inter-
medidrias com alta estabilididade
genética e biologica. A criopreserva-
¢do € a Unica técnica disponivel na
atualidade com potencial para garan-
tir a conservacio a longo prazo do
germoplasma de espécies problema-
ticas.

O que € Criopreservacao?

A criopreservacio é definida como
a conservagao de material biol6gico
em nitrogénio liquido a -196°C, ou,
em sua fase de vapor, a -150°C (Figu-
ra 1). Essa técnica pode assegurar a
conservacao de material bioloégico
por longos periodos de tempo, uma
vez que a essas temperaturas ultra-
baixas o metabolismo celular fica tio
reduzido que a deterioragcio biologi-
ca ¢ virtualmente paralisada.

A criobiologia alcangcou grande
progresso nos ultimos dez anos e
foram desenvolvidos com sucesso
protocolos de criopreservacio para
numerosas espécies de plantas de
propagacao vegetativa, cereais e gra-
mineas, plantas ornamentais, frutife-
ras tropicais e temperadas, legumino-
sas e oleaginosas, estimulantes, me-
dicinais e aromaticas, entre outras,
(Tabela 1; Figura 2). Técnicas dife-
rentes tém sido utilizadas em cada
caso, incluindo a criopreservacao de
protoplastos, suspensodes celulares,
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Figura 3. Representacao esquematica de cristais de gelo

calos, gemas apicais e laterais, meris-
temas, sementes, embrides somati-
cos e zigoticos e produtos biotecno-
l6gicos (culturas produtoras de meta-
boélitos secundarios de interesse eco-
nomico e linhagens celulares geneti-
camente modificadas) (Sakai, 1995;
Stushnoff e seufferheld, 1995).

O grande desafio para o criobio-
logista € realizar um congelamento
sem a formacao de cristais de gelo no
interior das células. A formacio de
gelo no meio intracelular causa rup-
tura do sistema de membranas celu-
lares, resultando em perda da semi-
permeabilidade e da compartimenta-
cao celular; em consequiéncia disso,
as células entram em colapso e mor-
rem. A injuria mecanica sofrida pelas
células advém de dois fendmenos: o
comportamento peculiarda dgua, que
se expande ao congelar-se, € a con-
formacao dos cristais de gelo (Figura
3). Entretanto, evitar a formacgao des-
ses cristais nio é uma tarefa ficil,
porque os tecidos vegetais usados
para a criopreservacio (calos, embri-
oes zigbticos ou somadticos, gemas
apicais e laterais, sementes e suspen-
soes celulares) apresentam altos teo-
res de Agua em suas células. Extensi-
va formacao de cristais de gelo intra-
celular ird ocorrer caso estes tecidos
sejam congelados no estado hidrata-
do. Portanto, a 4gua precisa ser remo-
vida antes do congelamento, para
evitar a injuria causada pelos cristais
de gelo. Entretanto, a desidratagcio
que, a principio, parece uma solu¢io
simples, nio é um processo trivial,
porque a dgua tem muitas funcoes
biolégicas fundamentais nas células
de organismos vivos. Por exemplo,
ela € um importante solvente, meio
de transporte, resfriador (através da
evaporacao), € um constituinte es-
sencial e estabilizador da estrutura
das macromoléculas e organelas, cuja

conformacao funcional se mantém,
principalmente, devido as interacoes
hidrofilicas e hidrofébicas entre elas
(Kramer e Boyer, 1995; Vertucci e
Farrant, 1995). Portanto, o sucesso de
um protocolo de criopreservacao
depende da dedidratacio para um
teor de humidade que seja baixo o
suficiente para evitar a formacao de
gelo intracelular, mas nao tao reduzi-
do que cause injaria por desidrata-
cao.

Metodologia classica

Os primeiros protocolos de crio-
preservacao de tecidos vegetais utili-
zavam congelamento em duas fases:
congelamento lento, até uma tempe-
ratura de pré-congelamento (-30 a -
40°C), a uma velocidade de congela-
mento definida (1 a 10°C/hora) usan-
do-se um congelador programavel,
seguido de imersao direta em nitro-
génio liquido (Figura 4). Esse método
foi baseado nos eventos fisico-quimi-
cos que ocorrem durante o processo
de congelamento em condi¢oes na-
turais, os quais foram descritos por
Mazur (1963; 1969). A medida que a
temperatura decresce, aproximando-
se de 0°C, a célula e seu meio externo
atingem um estado de super-resfria-
mento (“supercooling”) e, posterior-
mente, ocorre a formacao de gelo no
meio extracelular. O contetido da
célula super-resfriada permanece
descongelado possivelmente porque
a parede celular e a membrana plas-
matica impedem que os cristais de
gelo presentes nos espacos intercelu-
lares penetrem a célula e desencadei-
em o congelamento do citoplasma.
Se o congelamento ocorre lentamen-
te a agua se difunde do interior da
célula supercongelada para o meio
externo devido a diferenca de pres-
sao do vapor da agua (maior dentro
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da célula que nos espacos intercelu-
lares congelados) e é convertida em
gelo na superficie das células ou
entre o protoplasto e a parede celu-
lar. Esse fendmeno ¢ chamado de
desidratacio induzida por congela-
mento (“freeze-induced desiccation”).
Com isso, a célula desidrata-se, redu-
zindo a um minimo ou removendo
completamente a dgua livre presente
e evitando, assim, a formacao de gelo
em seu interior. Como resultado, a
concentraciao da solucio celular au-
menta e a c€lula perde turgor. Quan-
do o potencial hidrico das células
parcialmente desidratadas iguala-se
aquele do gelo extracelular, € estabe-
lecido um equilibrio e a desidrataciao
para, contanto que a temperatura
permaneca constante. Entretanto, se
o congelamento da célula for muito
rapido, a desidratacio por congela-
mento niao ocorre, as células se tor-
nam cada vez mais super-resfriadas e,
eventualmente, a solucio intracelu-
lar, que contém alto teor de dgua
livre, congela-se, formando cristais
de gelo e causando injuria mecanica
as células (Steponkus e Webb, 1992).
Em condi¢des experimentais, quan-
do as células atingem a temperatura
de pré-congelamento, a maior parte
da 4agua congelavel ja escapou for-
mando gelo no meio externo e a
exposicao a temperatura do nitrogé-
nio liquido tem muito pouco efeito
adverso (Kartha, 1985; Sakai, 1995).
Em resumo, o método de congela-
mento lento € um procedimento com-
plexo, no qual a velocidade de con-
gelamento e a temperatura de pré-
congelamento tém um papel critico
na preservacio da viabilidade do
material.

Metodologias contemporineas

As técnicas de criopreservacio
desenvolvidas mais recentemente sao
mais simples e estio baseadas na
vitrificacao (Figura 5). Vitrificacio,
ou formacao do estado vitreo, é o
processo através do qual a dgua sofre
uma transicao da fase liquida paraum
estado sélido amorfo e meta-estavel
(Fahy et al., 1984; Franks, 1982). O
solido assim formado €, na verdade,
uma solu¢do super-saturada e de alta
viscosidade, o que lhe confere as
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Figura 4. Diagrama mostrando as diferentes etapas do congelamento lento

(metodologia classica)

propriedades mecanicas de um soli-
do embora ndo haja formac¢iao de
uma estrutura cristalina. A transicao
para o estado vitreo niao envolve
mudang¢as quimicas, mas apenas
mudancgas fisicas na viscosidade do
liquido.

A vitrificagdo do citoplasma pode
ser obtida experimentalmente por
meio da desidratacao dos tecidos
para um teor de umidade em que niao
exista agua livre para a cristalizacio
antes de mergulhd-lo em nitrogénio
liquido. Com isso, a solucao celular
torna-se muito concentrada e pode
passar pela transicdo de vitrificacdo
quando uma velocidade de congela-
mento apropriada € utilizada. Desse
modo, a formacido de gelo durante a
exposicdo a -196°C é evitada. A desi-
dratacio pode ser obtida por evapo-
racao da dgua ou por tratamento com
solugoes concentradas de crioprote-
tores quimicos (solugdo de vitrifica-
¢20). Dimetilsulféxido (DMSO), eti-
leno glicol, metanol, glicerol e propi-
leno glicol sao os crioprotetores mais
comumente utilizados. Entretanto,
esses crioprotetores podem ser toxi-
cos ou podem causar estresse 0smo-
tico, levando a morte as células ou
modificando sua resposta morfoge-
nética em cultura (Sakai, 1995). Mais
recentemente, tém sido utilizados
agucares (sacarose, trealose e gluco-
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cao direta de causa e efei-
to ainda ndo foi demons-
trada, mas ele possivel-
mente envolve multiplos
componentes. A principio,
se propds que os aculca-
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se) como substincias crioprotetoras
porque eles nio apresentam citotoxi-
cidade mesmo quando se acumulam
em grande quantidade no citoplasma
(Figura 5). Em comparacao com os
crioprotetores tradicionais, esses acu-
cares mostram alta eficiéncia na esta-
bilizacio das membranas celulares
durante o congelamento. Pode ser
observada evidéncia do efeito prote-
tor desses compostos em plantas de
clima temperado. Essas plantas acu-
mulam carboidratos soltveis em seus
tecidos durante a aclimatac¢io ao frio,
na natureza ou sob condicdes expe-
rimentais. O periodo em que tais
plantas sdo mais tolerantes ao conge-
lamento corresponde ao ponto de
maximo acumulo desses compostos
(Imanishi et al., 1998; Sakai e Yoshi-
da, 1968). De modo semelhante, gran-
de quantidade de actcares como
sacarose, trealose e oligosacarideos
(rafinose e estaquiose) acumulam-se
em estruturas que sdo tolerantes a
intensa desidratacao. Este € o caso de
esporos de fungos, leveduras, mus-
gos, samambaias, sementes e polen
da maioria das angiospermas (Crowe
et al., 1988; Hoekstra et al., 1994;
Oliver, 1996).

O modo de acao dos aclicares na
aquisicao da tolerancia a desidrata-
¢do e ao congelamento ainda nio é
totalmente conhecido e uma correla-
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0smoticos externos, remo-
vendo o excesso de dgua
intracelular através de um
gradiente osmético (Du-
met et al., 1993). Outras
evidéncias levaram a for-
mulacao de duas hipéte-
ses diferentes sobre o
modo de a¢ao destes com-
postos. Primeiro, sugere-
se que eles sejam exce-
lentes agentes vitrificado-
res e, por conseguinte,
seu efeito protetor € atri-
buido a vitrificacio das
membranas celulares e das
biomoléculas (Hirsh,
1987). Outra hipétese, denominada
hipdtese da substitui¢io da dagua (“wa-
ter replacement hypothesis”) propoe
que estes acucares podem substituir
a 4gua removida das biomoléculas,
desta forma mantendo as estruturas
hidrofilicas na sua orientacio hidra-
tada e evitando perda de funcionali-
dade, mesmo depois da agua ter sido
removida (Crowe et al., 1988).

O processo de vitrificagio tornou-
se um dos principais métodos de
crioprotecio, tendo sido aplicado a
uma ampla variedade de tecidos ve-
getais. Do ponto de vista pratico, uma
grande vantagem desse método é
poder congelar rapidamente os teci-
dos vitrificados pelo mergulho direto
em nitrogénio liquido, eliminando a
necessidade de se usarem congela-
dores programaveis. Durante o rapi-
do decréscimo da temperatura, em
contraste com o congelamento lento,
nio ha tempo suficiente para o cres-
cimento de cristais de gelo no espaco
intracelular, e, com isso, as células
passam rapidamente pela zona de
temperatura na qual o crescimento
letal de cristais de gelo ocorreria
(Luyet, 1937). Além disso, os proce-
dimentos baseados na vitrificacao sim-
plificam o procedimento de criopro-
tecao e permite que explantes com-
plexos contendo diversos tipos de
células sobrevivam a exposicao ao
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nitrogénio liquido (Paulet etal., 1993).
O ponto critico para obter sobrevi-
véncia usando protocolos de vitrifi-
cacdo ¢ a desidratacdo e nao o con-
gelamento. Portanto, se a amostra for
desidratada para o teor de umidade
apropriado, obtém-se alta sobrevi-
véncia na maioria dos casos (Engel-
mann et al., 1997).

O estado vitreo tem muitos outros
efeitos benéficos para a célula desi-
dratada: limitacao da perda de dgua,
limitacdo da cristalizacio de sais e
proteinas no citoplasma, protecio
contra mudancas no pH a medida
que a 4gua € removida, e prevengio
de colapso celular durante extensiva
perda de agua (Koster, 1991). A vitri-
ficagio restringe a difusao de substra-
tos e de produtos dentro da célula,
levando a um estado de quiescéncia
metabodlica, e resultando na preven-
¢do de reacdes quimicas dependen-
tes do processo de difusio (Koster,
1991). Devido a essas carcteristicas
do estado vitreo, a deterioracio de
sistemas biologicos € suprimida, as-
segurando a estabilidade durante o
periodo de quiescéncia.

Um outro procedimento de vitrifi-
cagdo que tem apresentado excelen-
tes resultados € o encapsulamento-
desidratacio (Dereuddre etal., 1990).
Nessa técnica, os explantes sio en-
capsulados em gel de alginato de
sodio e as capsulas contendo o mate-
rial sdo pré-cultivadas em um meio
contendo concentragdes elevadas de

"

sacarose (0.3 a 0.7 M) e parcialmente
desidratados para aproximadamente
20% de umidade (base em peso fres-
co), imersos diretamente em nitrogé-
nio liquido e descongelados lenta-
mente. Esse procedimento tem sido
usado com sucesso para a criopreser-
vacao de uma grande variedade de
espécies de plantas. Estruturas maio-
res (gemas apicais e laterais) que
haviam previamente se mostrado in-
tolerantes ao congelamento foram
congeladas com sucesso por meio
dessa metodologia.

Estudos realizados nos ultimos
dez anos resultaram em grande avan-
¢co na criopreservacao de células e
tecidos vegetais. O desenvolvimento
de técnicas baseadas na vitrificacao
simplificou grandemente o processo
de criopreservacio. Essa técnica pode
ser efetivamente utilizada para con-
servacao do germoplasma de muitas
espécies de plantas. Entretanto, a
pesquisa ainda nao atingiu o mesmo
nivel para todos os materiais vege-
tais, e algumas plantas ainda sio
sensiveis ao congelamento, como € o
caso das sementes recalcitrantes. Isto
se deve ao fato de que o congela-
mento de rotina de material vegetal
implica a delimitacao de condicoes
muito bem definidas, as quais reque-
rem trabalho de pesquisa extensivo.
A diversidade de resposta entre as
diferentes espécies de plantas, ou
mesmo entre diferentes tecidos de
uma mesma espécie, dificulta muito a

generalizacdo e o desenvolvimento
de um protocolo de carater universal.
No entanto, existem ainda varias abor-
dagens técnicas que podem ser utili-
zadas para melhorar a eficiéncia e
aumentar a aplicabilidade das técni-
cas de criopreservacio de espécies
vegetais.
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